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  ZUSAMMENFASSUNG 
 
 
Kollagenschwämme werden in der Medizin aufgrund ihrer guten biologischen und 
physikochemischen Eigenschaften als Medikamententräger, rekonstruktiver Hautersatz 
oder zur Defektauffüllung nach Brandverletzungen eingesetzt. Derzeit sind verschiedene 
kollagene Matrices im klinischen Einsatz und kommerziell erhältlich. 
 
In der vorliegenden Studie wurde eine neue kollagene Matrix untersucht, deren 
medizinischer Einsatz als Hämostyptikum und zur Wundabdeckung projektiert ist. Die 
Ergebnisse leisten einen wichtigen Beitrag zur Zertifizierung des Produktes als Medizin-
produkt. 
 
Die Kollagenschwämme wurden durch die Firma Dr. Suwelack Skin & Health Care AG 
(Billerbeck, D) großtechnisch hergestellt. Sie stammten aus einer porösen Kollagenplatte, 
die in mehrere Schichten aufgespalten wurde. Ein Schwerpunkt der vorliegenden Studie 
lag bei der biologischen und physikochemischen Charakterisierung von Matrices aus 
definierten Schichten, insbesondere einer Ober-, Mittel- und Unterschicht. Bestandteil der 
Arbeiten waren in vitro-Zytotoxizitätsuntersuchungen mittels Materialextrakttests und der 
Fibroblastenzellinie L929 gemäß ISO 10993-5. Der Einfluß von γ- und Plasma-sterilisier-
ten Matrices sowie der konzentrationsabhängige Einfluß von Insulin (als ein möglicher 
Wirkstoff für den Einsatz der Schwämme als Medikamententräger) ist mit L929-Zellen 
getestet worden. Des weiteren wurde die Mikrostruktur sowie das Degradationsverhalten 
der Schwämme in verschiedenen Medien analysiert. Ein weiterer Schwerpunkt der 
Untersuchungen war das in vitro-Wachstumsverhalten von Zellen auf nicht modifizierten 
und EDC/NHS-vernetzten Kollagenschwämmen in Abhängigkeit von verschiedenen 
Besiedlungs- und Kultivierungstechniken. Ausblickend auf zukünftige in vivo-Studien im 
Schweinemodell, sind die Verträglichkeit und Resorption der kollagenen, γ-sterilen 
Ursprungsmatrices im Chorionallantois-Membran-Modell von Hühnerembryonen geprüft 
worden. 
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Die γ-sterilen Ausgangsmatrices einer Ober-, Mittel- und Unterschicht wirkten nicht 
zytotoxisch auf L929-Zellkulturen. Aus diesem Grund waren die Schwämme dieser 
Produktionscharge für weitere, in dieser Studie durchgeführte in vitro-Versuche geeignet 
und erfüllen hinsichtlich dieses Tests die Voraussetzungen für einen möglichen medizin-
ischen Einsatz. Bei Plasma-sterilisierten Schwämmen konnte eine Abhängigkeit zwischen 
Entgasungszeit nach Sterilisation der Schwämme und der toxischen Wirkung des Extraktes 
auf Zellkulturen festgestellt werden. Die Extrakte nicht entgaster sowie 4 Monate bei RT 
gelagerter Proben wirkten stark zytotoxisch, wohingegen Extrakte nach 16-stündiger 
Entgasung des Materials keine toxischen Effekte ausübten. Zur Klärung der Ursache sind 
Folgeuntersuchungen erforderlich. Die Verwendung der Plasma-Sterilisation zur Entkeim-
ung von Kollagenschwämmen wird daher nur bei entsprechender Entgasungszeit im 
Vakuum empfohlen. Untersuchungen mit Verdünnungsstufen von Insulin zeigten, daß 
Insulinkonzentrationen von < 10-3 mg Insulin/ml Medium das L929-Zellwachstum stimu-
lierte. Höhere Konzentrationen hemmten das Zellwachstum dagegen deutlich. Die konzen-
trationsabhängige Wirkung von Insulin auf Zellen ist deshalb bei der Freisetzung des 
Wirkstoffs aus Kollagenschwämmen zu berücksichtigen. 
 
Bezüglich der Porengeometrie von großtechnisch hergestellten Kollagenschwämmen 
konnten Unterschiede im vertikalen Verlauf einer Kollagenplatte nachgewiesen werden, 
wie sie auch bei Schwämmen aus labortechnischer Produktion auftraten. Porenflächen und 
-durchmesser nahmen von der Oberschicht in Richtung der Unterschicht ab, was mit einer 
Verringerung der Matrix-Porosität korreliert. Des weiteren konnte gezeigt werden, daß die 
Porengrößen innerhalb einer Ober-, Mittel- und Unterschicht inhomogen sind, jede Schicht 
aber einen Größenbereich aufwies, in dem sich Poren einer bestimmten Größe häuften. Die 
Ursachen der unterschiedlichen Porengrößen sind herstellungsbedingt. Ferner ist eine 
Korrelation zwischen Porengröße und Wasseraufnahmekapazität der Matrices festgestellt 
worden. Englumige Schwämme können mehr Wasser aufnehmen und besser in ihrer 
Matrix binden als großlumige Schwämme. Dieser Aspekt ist vor dem Hintergrund eines 
möglichen Einsatzes der Matrices als Hämostyptikum zu beachten. 
 
Die in vitro-Degradation der Kollagenschwämme unterschiedlicher Schichten in den 
Medien A. bidest. und verschiedenen Zellkulturmedien zeigte deutlich den Zusammenhang 
zwischen Gewichtsveränderung und Sterilitätsform der Matrices. Die Degradation war un-
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abhängig von der Schicht (Ober-, Mittel- und Unterschicht) der Schwämme. Trocken-
gewichtsverluste waren bei γ-sterilen Schwämmen in allen Medien am stärksten ausge-
prägt. Dabei wurde der größte Gewichtsverlust in A. bidest nachgewiesen. Die Ursachen 
der Gewichtsverringerung in A. bidest. werden in der hydrolytischen Spaltung des Kolla-
gens in Abhängigkeit von der Zerstörung der strukturellen Matrix-Integrität durch Plasma- 
und γ-Sterilisation vermutet. Ein abgemilderter Degradationsverlauf in HUVEC-Medium 
sowie eine Gewichtszunahme aller Matrices in GM7373-Medium ist wahrscheinlich durch 
unspezifische Proteinadsorption und Mineralisierung der Schwämme begründet.  
 
Die in vitro-Proliferation von Zellen in kollagene Matrices unter statischen Bedingungen 
wurde u.a. von der Porenstruktur, nicht aber von einer zusätzlichen Vernetzung der 
Matrices durch EDC/NHS beeinflußt. Größere Poren führten zu höheren Invasionstiefen in 
die Matrices, kleinere Poren aufgrund eines Filtereffektes der Matrix zu höheren 
Zelldichten auf den Schwammoberflächen. In kleinporigen Schwämmen stagnierte die 
Proliferation in geringeren Matrixtiefen als in Schwämmen mit größeren Poren. Die 
Stagnation der Zellproliferation ist vermutlich durch mangelnde Nährstoff- und Sauerstoff-
versorgung sowie einen ungenügenden Abtransport von Stoffwechselprodukten durch 
Mediumdiffusion in der Tiefe der Matrices begründet. Möglich wäre, daß der Medium-
austausch in kleinporigen Schwämmen nur oberflächennah erfolgt, wodurch die 
Proliferationsstagnation bereits in geringeren Invasionstiefen stattfände. Dynamische 
Kultivierungsbedingungen führten hingegen zu einer deutlichen Steigerung der Invasions-
tiefe der untersuchten Zellkulturen. Zudem konnte in diesem Kultursystem keine Prolifera-
tionsstagnation durch Mangelversorgung der Zellen nachgewiesen werden. 
 
Durch in vivo-Untersuchungen mit Hilfe des Chorionallantois-Membran-Modells von 
Hühnerembryonen konnte die unter in vitro-Bedingungen nachgewiesene, gute Bioverträg-
lichkeit der γ-sterilen Kollagenschwämme (Ursprungszustand) aus allen Schichten 
bestätigt werden. Nach 5 Tagen Verweildauer in ovo sind die Schwämme von Zellen 
durchdrungen und multipel vaskularisiert. Eine 7-tägige Verweildauer führte zu einer 
vollständigen Resorption der Matrices. 
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1  EINLEITUNG 
 
 
In Deutschland wird die jährliche Zahl an Verbrennungs- und Verbrühungsopfern auf etwa 
50.000 geschätzt, davon ca. 9.000 schwere Verbrennungsunfälle (MANGER et al. 2001). 
Zusätzlich leiden ca. drei Millionen Patienten unter chronischen Hautwunden (SITTINGER 
und TÀNCZOS 2001). Für diese und zahlreiche weitere medizinische Anwendungsgebiete 
werden biodegradierbare, körperverträgliche Lösungen für den Ersatz des defekten 
Gewebes gesucht. Der Bereich des Tissue Engineering, die Entwicklung biokompatibler 
und degradierbarer Materialen in vitro, ist dabei von steigendem Interesse. Insbesondere 
kollagene Matrices als Substrat für kultivierte Zellen oder als dreidimensionaler Gewebe-
ersatz gewinnen zunehmend an Bedeutung (PARK et al. 2002). Durch die Fortschritte im 
Bereich des Tissue Engineering stehen eine Vielzahl „lebender“ Implantate zur Verfügung. 
Diese Implantate zeichnen sich dadurch aus, daß Zellen in eine Matrix hineinwachsen, 
proliferieren und sich differenzieren. Medizinische Indikationen, die bei tiefgründigen 
Gewebedefekten nach einer Gewebsregenerierung verlangen, machen dreidimensionale 
Trägermaterialen erforderlich (DOILLON et al. 1986). Diese Matrices können z.B. aus 
biodegradierbaren Polymeren, Fibringel, Chitosan und vor allem Kollagen bestehen. 
 
Insbesondere kollagene Materialien haben als Hautersatz und Hämostyptikum eine weite 
Verbreitung gefunden (DOILLON 1988, NG et al. 2004). Vor allem bovines Kollagen Typ I 
kann in großen Mengen extrahiert und als Biomaterial verwendet werden (DOILLON et al. 
1997). Kollagen ist ein äußerst wichtiges Biomaterial für die unterschiedlichsten 
medizinischen Applikationen (GOISSIS et al. 1999), da es zu verschiedenartigen Formen 
verarbeitet werden kann (Platten, Röhren, Schwämme, Puder). Diese Vielfalt macht 
Kollagen zum gebräuchlichsten Material im Bereich des Tissue Engineering (NOAH et al. 
2002). Vor allem Schwammstrukturen sind als Gewebe- und Volumenersatz nach post-
traumatischen (tiefgründige Verbrennungen, postoperative Defekte) oder Tumordefekten 
(z.B. Brustkrebs) dienlich (VON HEIMBURG et al. 2003). Kollagenfasergeflechte sind des 
weiteren für den Einsatz bei Nervenregenerationen (GINGRAS et al. 2003, LI et al. 1990, 
OHBAYASHI et al. 1996), SISKEN et al. 1993), als Harnblasenwandersatz, Knochengewebs-
implantat und künstlicher Hautersatz geeignet (CHVAPIL 1977, 1982, DAGALAKIS et al. 
1980, GAO et al. 2002, KUBERKA et al. 2002, MARKS et al. 1991, MATSUDA et al. 1990, 
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ROMANOS et al. 1998, SHERIDAN und TOMPKINS 1999, SUZUKI et al. 1990, YANNAS et al. 
1980). Auch bei der Schaffung eines Scaffolds als Knorpelersatz (EHLERS et al. 1999, 
FRENKEL et al. 1997, KLEMT 1998, MUELLER et al. 1999, NEHRER et al. 1998, SILVER und 
PINS 1992, YAYALAOGLU et al. 1999) oder Substitut der Mundschleimhaut (OPHOF et al. 
2002) sind Kollagenschwämme im Einsatz. In der Opthalmologie können Kollagen-
strukturen als Medikamententräger oder Glaskörperersatz genutzt werden (BLOOMFIELD et 
al. 1978, DEVORE 1995, PUNCH et al. 1987, RUBIN et al. 1973). Kollagene Materialien 
dienen in Kombination mit cornealen Keratinocyten, cornealen Epithelzellen und 
Endothelzellen auch als Hornhautersatz (DOILLON et al. 2003, ORWIN und HUBEL 2000). 
Der Gebrauch von Kollagenschwämmen als vaginales Kontrazeptivum wird von CHVAPIL 
et al. (1985) beschrieben. Weitere Beispiele für eine mögliche medizinische Applikation 
sind in der Arbeit von FRIESS (1998) aufgeführt.  
 
Kollagene Biomaterialien besitzen aufgrund der Ähnlichkeit zu humanem Gewebe 
zahlreiche Vorteile gegenüber synthetischen Materialien (KHOR 1997). Die Vorteile liegen 
zum einen in den mechanischen Eigenschaften. Kollagene Schwammstrukturen werden 
eingesetzt, da die organische Substanz dem Scaffold eine anfängliche Stabilität verleiht, 
durch einwachsende Zellen jedoch mit fortschreitender Verweilzeit im gleichen Umfang 
wie die Rate der Geweberegeneration resorbiert und durch neusynthetisierte Zellprodukte 
ersetzt wird (BELL 1995, FREED et al. 1994, FRIESS 1998, VON HEIMBURG et al. 2003). Die 
Mikrostruktur und Stabilität kollagener Matrices ist wichtig für Zell-Zell-, aber auch für 
Zell-Scaffold-Interaktionen. Dabei dient die poröse, dreidimensionale Struktur dazu, die 
Migration von Zellen aus der Wunde zu kanalisieren und Zellvermehrung zu induzieren 
(BERTHOD et al. 1994). Für die Geweberegeneration ist es wichtig, daß Zellen adhärieren, 
ihren Phänotyp sowie ihre natürliche Funktion beibehalten und interzellulare Kontakte 
aufgrund angemessener Zelldichte ausbilden können (COOMBES et al. 2002, FREED et al. 
1994, KOIDE et al. 1993, LANGER und VACANTI 1993, LIU et al. 1999, NOAH et al. 2002, 
PIEPER et al. 2002b). Neben den mechanischen Eigenschaften sind es vor allem die 
biologischen Charakteristika, die Kollagenmatrices zu einem vielfältig einsetzbaren Bio-
material machen (DOILLON et al. 1986). Es sind insbesondere die gute Bioverträglichkeit 
und die Eigenschaft, Wundheilungsprozesse zu fördern (BUNYARATAVEJ und WANG 2001, 
DOILLON 1988). Kollagenschwämme wirken hämostyptisch, indem sie durch Thrombo-
zytenaggregation eine rasche Blutstillung (Hämostase) induzieren (STEMBERGER et al. 
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1998). Kollagene Strukturen üben eine proliferationsstimulierende Wirkung auf Zellen 
(z.B. Fibroblasten) aus und erleichtern somit eine frühzeitige Bindegewebs- und 
epidermale Wundheilung. Sie steigern den primären Wundverschluß durch ihre chemo-
taktische Eigenschaft, die an der Wundheilung beteiligten Fibroblasten anzuziehen 
(BUNYARATAVEJ und WANG 2001). Die geringen antigenen Eigenschaften machen Kolla-
genstrukturen, selbst wenn sie xenogenen Ursprungs sind (GOISSIS et al. 1999), zu einem 
wichtigen Implantatmaterial für die Regeneration von Geweben (CHVAPIL 1977, DOILLON 
et al. 1997). Kollagenschwämme tragen wesentlich zur Verbesserung der Gewebsqualität 
während der Wundheilungsphasen bei. In der Inflammatorischen-/Exsudativen Phase 
(näheres in Kap. 2.2.2) bieten die Schwämme Vorteile durch die Schaffung eines feuchten 
Wundmilieus mit hoher Exsudataufnahmefähigkeit sowie durch die Reduktion von 
pathologisch erhöhtem Proteasegehalt bei chronischen Wunden mittels Bindung von 
Enzymen, z.B. Kollagenasen. In der Proliferationsphase der Wunde bestätigt sich der 
positive Einfluß auf die Geweberegeneration durch verstärkte Einwanderung, Vermehrung 
und Differenzierung von Zellen, z.B. infolge chemotaktisch wirkender Signale aus 
Abbauprodukten (ROMANOS et al. 1998, STEMBERGER et al. 1998). 
 
Verbrennungen führen bei Patienten zu einem beträchtlichen Verlust epidermalen und 
dermalen Gewebes. Im allgemeinen werden diese Wunden mit autologer Spalthaut 
(netzförmig geschnittene Eigenhaut zur Oberflächenvergrößerung) abgedeckt. Es wird so 
ein Verschluß der Wunde zur äußeren Umgebung erreicht, jedoch wird durch den Einsatz 
von Spalthaut keine Auffüllung des massiven Gewebedefektes erzielt. Aus diesem Grund 
ist eine Alternative notwendig, die eine dermale und epidermale Komponente in sich 
vereinigt (BLACK et al. 1998). Eine Reihe an Untersuchungen sind bekannt, die einen 
autologen, in vitro kultivierten Hautersatz aus einer Kombination von kollagenem 
Biomaterial und z.B. Fibroblasten und/oder Keratinozyten beschreiben (COOPER et al. 
1993, KREJCI et al. 1991, LAMME et al. 2000, MARUGUCHI et al. 1994, SAINTIGNY et al. 
1993, TUAN et al. 1994, VAN DEN BOGAERDT et al. 2002), um die dermo-epidermale 
Regeneration zu fördern und epitheliales Wachstum und Zelldifferenzierung zu 
stimulieren. In Abbildung 1 ist das grundsätzliche Schema einer Kollagenschwamm-
Implantation in ein chirurgisch gereinigtes Wundbett dargestellt. Die Matrices können 
entweder unbesiedelt oder mit Zellen präkultiviert in den Gewebedefekt eingesetzt und 
zusätzlich mit Spalthaut abgedeckt werden.  
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Abb. 1: Einsatz eines Kollageschwammes zur Defektauf-
füllung und als Wundabdeckung (Prinzip). In das chirur-
gisch gesäuberte Wundbett (A) wird die Matrix paßgenau 
eingelegt. Wundflüssigkeit durchfeuchtet die Matrix und 
gewährleistet optimale Voraussetzungen für Zellprolifera-
tion und Angiogenese von den Wundrändern (B). Der 
Kollagenschwamm kann einerseits in unbesiedeltem, 
andererseits aber auch im mit Zellen präkultivierten 
Zustand implantiert werden Bei großflächigen Hautver-
letzungen kann zusätzlich Spalthaut auf den mit einem 
Schwamm gefüllten Gewebedefekt appliziert werden (C). 
Ferner ist es möglich, auch die Spalthautentnahmestellen 
mit Kollagenschwämmen abzudecken (CHVAPIL 1977), 
um eine rasche Reepithelialisierung dieser Areale zu 
ermöglichen.  
 
 
1.1  Aufgabenstellung der Arbeit 
 
Ein Problem poröser Biomaterialien im allgemeinen und künstlicher Hautäquivalente im 
speziellen ist jedoch eine unzureichende, zügige Vaskularisierung der Strukturen durch 
Angiogenese1, um die Zellproliferation, und somit den Wundverschluß, zu beschleunigen 
(BLACK et al. 1998, MIKOS et al. 1993). Aus diesem Grund entwickelten BLACK et al. 
(1998) einen Hautersatz basierend auf einem Kollagenschwamm, der in Co-Kultur von 
Keratinozyten, dermalen Fibroblasten und Endothelzellen besiedelt worden ist. Sie 
konnten so ein Scaffold schaffen, welches im Zentrum dermale Komponenten (gut 
entwickeltes, kapillares Netzwerk und neu synthetisierte extrazelluläre Matrix) sowie eine 
differenzierte epidermale Komponente (Basalmembran, Stratum spinosum, Strat. 
granulosum, Strat. corneum, Aufbau der Hautdecke s. Kap. 2.1.1) ausbildete. 
Das vom Bundesministerium für Bildung und Forschung (BMBF) geförderte Verbund-
projekt „Gesteuerte Vaskularisierung von ungerichtet erstarrten Matrices aus nativem 
                                            
1 Angiogenese: Neubildung von Blutgefäßen aus bereits existierenden Gefäßen der umgebenden Gewebe 
(COCKERILL et al. 1995). Die Neubildung ist ein vitaler, kaskadenartiger Prozeß, der u.a. natürlich während 
der Embryonalentwicklung stattfindet (FLAMME et al. 1997, WILTING et al. 1995), zyklisch in weiblichen 
Reproduktionsgeweben (AUGUSTIN et al. 1995, FINDLAY 1986, GOODGER und ROGERS 1995) oder bei 
Wundheilungsprozessen auftritt (ARBISER 1996, MARTINS-GREENS und HANAFUSA 1997). Aber auch das 
Wachstum von Tumoren ist durch angiogene Prozesse gekennzeichnet und abhängig (GASTL et al. 1997, 
HANAHAN und FOLKMAN 1996, UHR et al. 1997). 
A 
B 
C 
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Kollagen durch Inkorporierung angiogenetisch wirksamer Faktoren: Neue Wege zur 
Entwicklung eines Gewebeersatzes“ (FKZ 0312692) behandelt die Problematik der 
unzureichenden Vaskularisierung von Schwammstrukturen. Ein Partner in diesem Projekt 
ist das Institut für Pathologie des UK Aachen. Hier wurden wesentliche Beiträge zur 
biologischen und physikochemischen Charakterisierung sowie zum 3D-Wachstum von 
Zellen in Kollagenstrukturen erarbeitet. Die Untersuchungen sind in vorliegender Studie 
zusammengefaßt. 
 
Aufgrund des projektierten Einsatzes der direkt aus großtechnischer Produktion stammen-
den Kollagenschwämme als Hämostyptikum, rekonstruktiver Hautersatz oder als Medi-
kamententräger (drug delivery system, z.B. für Insulin), wurden folgende Untersuchungen 
durchgeführt: 
• In vitro-Zytotoxizitätsuntersuchungen am kollagenen, γ-sterilen Ausgangsmaterial 
sowie, als Alternativmethode, an Plasma-sterilisierten Matrices 
• In vitro-Zytotoxizitätsuntersuchungen zum konzentrationsabhängigen Einfluß des 
Modellproteins Insulin 
• Analyse der Mikrostruktur von Kollagenschwämmen aus unterschiedlichen 
Schichten einer industriell hergestellten Kollagenplatte 
• Untersuchungen zur Wasseraufnahmekapazität und des Wasseranteils der Matrices 
• Untersuchungen zum Degradationsverlauf der Kollagenschwämme in verschiede-
nen Medien 
• Besiedlung der dreidimensionalen, γ-sterilen Ausgangsmatrices sowie zusätzlich 
stabilisierter Kollagenschwämme in vitro unter besonderer Berücksichtigung 
verschiedener Besiedlungs- und Kultivierungsbedingungen 
• In ovo-Kultivierung der Kollagenmatrices mit Hilfe der Chorionallantois-
Membran2 von Hühnerembryonen 
                                            
2 Die Chorionallantois-Membran (CAM) von Hühnerembryonen ist eine extraembryonale Membran. Sie ent-
steht durch Verschmelzung des Chorions (= Serosa) mit der Allantois (Ausbuchtung der embryonalen 
Kloake) (BELLAIRS und OSMOND 1998). Die CAM ist hochgradig vaskularisiert und bedeckt die innere Ober-
fläche der Schalenmembran (FREEMAN und VINCE 1974, ROMANOFF 1960, WHITE 1974). 
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2  THEORETISCHE GRUNDLAGEN 
 
 
2.1  Die menschliche Hautdecke 
 
Der Körper des Menschen wird nach außen durch die Hautdecke (Integumentum 
commune) begrenzt (KÄMPFE et al. 1993). Mit einer Fläche von 1,5 m2 bis 1,8 m2 ist sie 
das größte menschliche Organ (SCHIEBLER et al. 1999). Die Hautdecke ist vielschichtig 
aufgebaut und besitzt eine Vielzahl an Schutz- und Sinnesfunktionen. 
 
 
2.1.1  Aufbau der Hautdecke 
 
Um die vielfältigen Aufgaben zu erfüllen, ist die Hautdecke aus mehreren Schichten 
aufgebaut (Abb. 2). Jede Schicht ist gekennzeichnet durch für sie typische Zellstrukturen 
mit unterschiedlichen Funktionen. 
Abb. 2: Die Hautdecke des Menschen (Skizze). Quelle: Cognis Deutschland GmbH & Co. KG, verändert. 
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Das Integumentum commune ist aus Haut (Cutis) und Unterhaut (Tela subcutanea, 
Subcutis) zusammengesetzt. Die Cutis wird in zwei Schichten, Oberhaut (Epidermis) und 
Lederhaut (Corium, Dermis) unterteilt (Abb. 3). Die Oberhaut besteht aus einem 
verhornten Plattenepithel (SCHIEBLER et al. 1999), das sich aus fünf Zellschichten zu-
sammensetzt. 
Abb. 3: Die Schichten der menschlichen Hautdecke. 
 
Die einzellschichtige Basal- und mehrzellschichtige Stachelzellschicht (Stratum basale, 
Stratum spinosum) bestehen aus lebenden Zellen. Durch kontinuierliche Teilungsprozesse 
entstehen hier neue Epithelzellen (Keratinozyten), die durch die Epidermis an die Ober-
fläche, wandern, dabei verhornen und abgestoßen werden (BUCHER und WARTENBERG 
1997). Bei heilenden Hautwunden wachsen neue Epithelzellen von der Basal- und Stachel-
zellschicht der umliegenden intakten Hautdecke horizontal über die Wunde und schließen 
sie dadurch. Neben den Epithelzellen befinden sich in beiden Schichten weiterhin 
Melanozyten (Pigmentzellen), LANGERHANS-Zellen (akzessorische Immunzellen) und 
MERKEL-Zellen (Mechanorezeptoren). 
Stratum granulosum besteht aus absterbenden, Stratum lucidum und Stratum corneum aus 
abgestorbenen, verhornten Epithelzellen (BUCHER und WARTENBERG 1997). Im Stratum 
corneum werden die Epithelzellen fortlaufend als Hornschuppen abgestoßen (Desqua-
mation) (LEONHARDT 1990). 
Die Lederhaut (Dermis) ist aufgrund des hohen Anteils an den Faserproteinen Kollagen 
und Elastin eine stabile und gleichzeitig elastische Hautschicht (THEWS et al. 1989). Sie ist 
in eine Zapfenschicht (Stratum papillare) und eine Netzschicht (Stratum reticulare) unter-
teilt (LEONHARDT 1990). Beide Schichten bilden ein komplexes Netzwerk aus Kollagen-
fasern, Schweißdrüsen, Haarwurzeln, Nervenzellen, Nervensträngen sowie Blut- und 
Lymphgefäßen (SCHIEBLER et al. 1999). Von der Zapfenschicht ragen Schleifen von 
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Kollagenfasern als Bindegewebspapillen aus dem Fasergeflecht in die Epidermis (Abb. 2). 
Dies führt zu einer engen Verzahnung von Dermis und Epidermis. Die Papillen sind mit 
Kapillaren durchzogen und versorgen die Epidermis mit Nährstoffen (SCHIEBLER et al. 
1999). In der Zapfenschicht beginnen zudem die Lymphgefäße. Darin wird die Lymphe 
gesammelt, in die Lymphknoten transportiert und dort in das Blutsystem abgegeben. 
In der Netzschicht (Stratum reticulare) sind Kollagenfasern (Typ III, s. Kap. 2.3.4) parallel 
zur Körperoberfläche angeordnet. Das Netz ist mit elastischem Bindegewebe gefüllt. Diese 
Konstruktion bewirkt die hohe Festigkeit und Elastizität der Haut. Das Bindegewebe 
enthält eine Vielzahl an Zelltypen, z.B. Fibroblasten, Makrophagen, Lymphozyten, 
Granulozyten und Monozyten. Sie werden teilweise bei der Heilung von Wunden und 
Entzündungen benötigt und können sich frei in der Interzellularsubstanz des Bindegewebes 
bewegen. Diese Fähigkeit ist besonders wichtig, da die Zellen im Interzellularraum 
Bestandteil der Immunabwehr sind. Neben Schweiß-, Duft- und Talgdrüsen sowie 
Haarwurzeln befinden sich in der Dermis eine Vielzahl an Sensoren bzw. Rezeptoren zur 
Wahrnehmung äußerer Umweltreize (s. Kap. 2.1.3).  
Die Unterhaut (Subcutis) ist ein lockeres, fettgewebereiches Bindegewebe. Sie dient zur 
Energiespeicherung und Wärmeisolation, an der Ferse auch zur mechanischen Polsterung. 
Die Subcutis wird von festen Bindegewebsausläufern der Lederhaut durchzogen. Die 
Ausläufer sind fest mit der unter der Subcutis gelegenen Körperfaszie verbunden und 
haben die Funktion von Haltebändern. Je stärker diese Haltebänder ausgebildet sind, desto 
weniger läßt sich die Haut auf der Faszie verschieben, z.B. an der Fußsohle (im Gegensatz 
zu einer lockeren Ausbildung z.B. auf dem Handrücken). 
An die Subcutis schließt sich die Körperfaszie an. Die Faszie besteht aus sehr festen 
Kollagenfasern, auf die, je nach Körperregion, Muskulatur, Knochen, Knorpel oder Fett 
folgt. 
 
Dieser grundsätzliche Aufbau gilt laut BENNINGHOFF (1993) jedoch nicht für die gesamte 
Hautdecke des Menschen. Es bestehen je nach Körperregion Unterschiede im makros-
kopischen Aufbau, der der jeweiligen Funktion und Charakteristik angepaßt sind. 
SCHIEBLER et al. (1999) und THEWS et al. (1989) unterscheiden anhand der Höhe und 
Anzahl der Bindegewebspapillen zwischen Leistenhaut und Felderhaut. Erstere befindet 
sich auf der Beugeseite von Fingern und Zehen sowie an den Innenflächen von Hand und 
Fuß. Der übrige Körper wird von der Felderhaut bedeckt. 
Theoretische Grundlagen 
9 
Nägel, apokrine Schweißdrüsen sowie Papillarleisten von Zehen- und Fingerkuppen sind 
ebenfalls nur auf bestimmte Körperregionen beschränkt. Haare und Talgdrüsen sind 
regional von unterschiedlichem Aufbau oder, wie z.B. merokrine Schweißdrüsen, in ihrer 
Anzahl unterschiedlich dicht. Deutliche, regionale Schwankungen zeigen sich besonders in 
der Schichtdicke der Cutis (Abb. 4).  
Abb. 4: Dicke der Epidermis und 
Dermis in verschiedenen Regionen 
des menschlichen Körpers. Beide 
Hautdeckenanteile sind der Funktion 
und Charakteristik der jeweiligen 
Körperregion angepaßt. (nach 
BENNINGHOFF (1993), verändert) 
 
Die epidermale Hornschicht der Handinnenfläche sowie an den Fußsohlen muß besonders 
dick sein, um den mechanischen Belastungen widerstehen zu können, wohingegen die 
Epidermis im Gesicht, den Armbeugen sowie auf Handgelenk und -rücken dünner 
ausgebildet ist. Die Dermis erreicht ihre größte Dicke in der Rückenhaut.  
Da alle genannten, regionalen Charakteristika der Haut ontogenetisch determiniert sind, 
bleiben sie daher auch nach Transplantation in eine andere Körperregion erhalten 
(BENNINGHOFF 1993). 
 
 
2.1.2  Aufgaben der Hautdecke 
 
Die Hautdecke ist die Grenze zwischen der Innen- und Außenwelt. BENNINGHOFF (1993) 
und WALDEYER (2003) zählen zu den wichtigsten Aufgaben der Haut: 
• Temperaturregulierung durch Erweiterung/Verengung von Blutgefäßen und/oder 
Ausscheidung von Schweiß (Verdunstungskälte) 
• Barrierefunktion durch Säureschutzmantel (pH 5,5), dadurch Schutz vor Bakterien 
und anderen Keimen sowie sauren/alkalischen Substanzen 
• Schutz vor mechanischen Einflüssen, Wasser- und Elektrolytverlust 
• Schutz vor schädlicher Strahlung (UV-Schutz) 
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• Sinnes- und Kommunikationsfunktion durch eine Vielzahl von Sensoren bzw. 
Rezeptoren 
• Immunfunktion 
 
 
2.1.3  Sinnes- und Kommunikationsorgane der menschlichen Hautdecke 
 
In der Haut, insbesondere in der Dermis und Subcutis, befinden sich eine Vielzahl an 
Sensoren bzw. Rezeptoren zur Wahrnehmung und Kommunikation mit der Umwelt 
(Tabelle 1).  
Tabelle 1: Sensoren bzw. Rezeptoren der menschlichen Hautdecke. 
Sensor Rezeptor für 
Vater-Pacinische Körperchen Druck, Dehnung, Entlastung, Erschütterungen, 
Vibration 
Meissnersche Tastkörper Berührungen 
Merkel-Zellen mechanische Belastung 
freie Nervenendigungen Wärme-, Kälte-, Schmerz, Berührungs- sowie 
Druckempfindung 
Ruffinische Körperchen Dehnungsempfindung 
Krausesche Endkolben mechanische Belastung (v.a. in Mund- und 
Zungenschleimhaut) 
 
Sie machen die Haut somit zum größten Sinnesorgan des Menschen. Von vegetativen 
Nervenfasern gesteuerte Äußerungen (Erröten, Erblassen) lassen die Haut auch zu einem 
Kommunikationsorgan werden. 
 
 
2.2  Die Wunde und der Prozeß der Wundheilung 
 
2.2.1  Definitionen 
 
Der Begriff „Wunde“ steht für die Trennung des Zusammenhanges von Körpergeweben, 
welche meist mit dem Verlust von Körpersubstanz einhergeht. Als „Wunde“ wird jede 
Unterbrechung der anatomischen und physiologischen Funktion eines Körpergewebes be-
zeichnet. Die „Wundheilung“ ist ein natürlicher Vorgang des Körpers, eine Verletzung 
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durch Abbau zerstörten und Aufbau neuen Gewebes zu reparieren (BARON 1983, COOPER 
1990, SHAKESPEARE 2001). Ursprüngliche Gewebe wird dabei durch minderwertiges 
Narbengewebe ersetzt, das sich strukturell und funktionell vom Ursprungsgewebe 
unterscheidet (DESAI 1997). 
 
 
2.2.2  Prozesse der Wundheilung 
 
Die Wundheilung ist ein dynamischer, mehrstufiger und reparativer Prozeß aus Chemo-
taxis, Migration, Proliferation, Differenzierung und Apoptose von Zellen (hauptsächlich 
Thrombozyten, Granulozyten, Makrophagen, Fibroblasten, Endothel- und Epithelzellen). 
Wundheilungsprozesse schließen sich jeder Verletzung der Haut an und werden von 
Wachstumsfaktoren koordiniert (AUKHIL et al. 1996, COERPER et al. 1996, DIEGELMANN 
1997, NANNEY 1990, SCHAFFER und NANNEY 1996). Eine genaue Beschreibung der 
beteiligten Wachstumsfaktoren hinsichtlich Herkunft, Struktur, Zielzellen, Funktionen, 
Wirkung und Rezeptoren wird von ASHCROFT et al. (1997), BENNETT und SCHULTZ (1993) 
und MUTSAERS et al. (1997) gegeben. 
Der Wundheilungsprozeß dient dazu, einen hohen Blut- und Wasserverlust zu vermeiden, 
die Gefahr von Infektionen zu minimieren sowie zerstörte Gewebeeinheiten durch Bildung 
neuer Strukturen wiederherzustellen. Unabhängig von der Art der Wunde und vom 
Ausmaß des Gewebeverlustes, verläuft jeder Wundheilungsprozeß in dynamischen, sich 
zeitlich überlappenden Phasen ab. Lediglich Abschürfungen der Epidermis ohne Schädi-
gung der Dermis heilen durch ausschließliche epidermale Regeneration (mitotische 
Aktivität der Basalzellschicht). Entsprechend der morphologischen Veränderungen, die im 
Verlauf des Wundheilungsprozesses auftreten, unterscheiden BARON (1983), BRYANT 
(1987), CASEY (1994), CLARK (1993a), DESAI (1997), KIRSNER und EAGLSTEIN (1993) 
sowie MOULIN (1995) und TIBBS (1997) folgende Wundheilungsphasen: 
(1) Hämostase, Wundschorfbildung 
(2) Inflammatorische/Exsudative Phase (Abbau toten Gewebes, Wundreinigung) 
(3) Proliferative Phase (Aufbau von Granulationsgewebe) 
(4) Differenzierungphase (Ausreifung, Narbenbildung) 
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Der gesamte Wundheilungsprozeß ist sowohl durch Abbau- als auch Aufbauprozesse 
gekennzeichnet. Gewebeaufbauende Prozesse beginnen unmittelbar nach der Verwundung 
und sind in ihrem Umfang abhängig von den zunächst überwiegenden Abbauprozessen. 
 
 
2.2.2.1  Hämostase, Wundschorfbildung 
 
Eine Hautverletzung trennt die Epithelzellen der Epidermis sowohl voneinander als auch 
von der Basalmembran (VOGT und ERIKSSON 1992) und separiert ferner das in der Dermis 
gelegene Bindegewebe sowie Blutgefäße (MARTIN 1996). Es kommt zur Einblutung 
(Hämorrhagie) in den extravasalen Raum, lokalem Zelltod und evtl. zur Kontamination mit 
Mikroorganismen (CLARK 1993b, LAMBERT et al. 1984). Die erste Phase der Wundheilung 
besteht darin, diese Blutung zu stillen und mögliche Infektionen zu vermeiden. Hämor-
rhagie führt zur Aggregation (Zusammenballung) von Blutplättchen (Thrombozyten) 
(CLARK 1993a, COOPER 1990). Diese haften sich an kollagene Bindegewebsfasern. Durch 
Bildung dieses sogenannten „weißen“ Thrombus (Blutpfopf) wird der Defekt vorläufig ab-
gedichtet (CLARK 1993b, KIRITSY et al. 1993), Flüssigkeits-, Elektrolyt- und Proteinver-
luste vermindert (DIEGELMANN 1997) und die Verletzung versiegelt (WINTER 1978). 
Bei der Aggregation werden von den Thrombozyten als Granula gespeicherte Substanzen 
sezerniert (MARTIN et al. 1992, WITTE und BARBUL 1997). Sie wirken aggre-
gationsstimulierend, adhäsionsfördend (Fibronektin), vasoaktiv (Histamin, Serotonin 
Kinine), mitogen und chemotaktisch (BENNETT und SCHULTZ 1993, MARTIN 1996, 
KIRSNER und EAGLSTEIN 1993).  
Der durch die Gefäßreaktion zuerst gebildete Thrombus ist jedoch nicht in der Lage, die 
geschädigten Gefäße dauerhaft zu verschließen. Deshalb setzt neben der Aggregation die 
ebenfalls in Phasen verlaufende Blutgerinnung (Koagulation) ein, die durch zwei Systeme 
in Gang gesetzt wird: (1) das exogene/extrinsische System, welches durch freiwerdende 
Gewebsfaktoren (Gewebsthrombokinasen) bei der Verletzung ausgelöst wird (WALDORF 
und FEWKES 1995) und (2) ein endogenes/intrinsisches System. Dieses wird durch den 
Kontakt des Blutgerinnungsfaktors XII (Hageman-Faktor) mit Kollagenfasern der sub-
endothelialen Basalmembran gestartet (WITTE und BARBUL 1997). Durch Aktivierung 
weiterer Faktoren wird Prothrombin (Faktor II) in Thrombin umgewandelt, welches 
wiederum Fibrinogen (Faktor I) zu Fibrin umsetzt (HUNT 1990, MARTIN et al. 1992). 
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Während des Gerinnungsvorganges wird ein Netz aus festen Fibrinfasern gebildet, das den 
Thrombozytenpfropf stabilisiert. Der vernetzte „weiße“ Thrombus stellt zusammen mit den 
Erythrozyten den endgültigen, „roten“ Thrombus dar (SCHAFFER und NANNEY 1996). Mit 
Hilfe des Fibrin-stabilisierenden Faktors XIII wird er vor der Auflösung geschützt. Der 
„rote“ Thrombus bildet die vorläufige Grundstruktur für eine Invasion von Entzün-
dungszellen und für die Migration von Fibroblasten und Epithelzellen (CLARK 1993b, 
DAVIDSON 1995, VOGT und ERIKSSON 1992). Er sorgt für den Zusammenhalt schwacher 
Wundränder (HEUGHAN und HUNT 1975, MUTSAERS et al. 1997) und bietet durch den Ver-
schluß der Wunde gleichzeitig Schutz gegen eindringende Mikroorganismen (WOKALEK 
und RUTH 1991). 
 
 
2.2.2.2  Inflammatorische/Exsudative Phase 
 
Die inflammatorische Phase ist durch aktive zelluläre Migration gekennzeichnet und 
bereitet das Wundgebiet auf die anschließende Reparatur des Gewebes vor, indem ein 
optimales Milieu zur Wundheilung geschaffen wird (BARON 1983, MILLIKAN 1981, 
SHAMBERGER 1985). Je nach Kontaminationsstärke, Ausdehnung des Gewebedefektes und 
möglicher Infektion kann diese Phase bis zu zehn Tage andauern (WALDORF und FEWKES 
1995). Hauptaufgaben des Entzündungsprozesses sind, Nährstoffe in das Wundgebiet zu 
transportieren, abgestorbenes Gewebe, Zelltrümmer und eingedrungene Bakterien zu 
entfernen sowie Stimuli für die Heilung zu liefern (JOHNSTON 1990). 
Nach der Freisetzung vasoaktiver Substanzen aus degranulierten und geschädigten Zellen 
(CASEY 1994) bei der Wundschorfbildung, setzt etwa ein bis zwei Stunden nach Ver-
letzung eine Steigerung der Gefäßpermeabilität von benachbarten, intakten Gefäßen ein 
(WITTE und BARBUL 1997). Durch Erhöhung des lokalen Blutflusses wird die Verfügbar-
keit von Nährstoffen gesteigert (POLLACK 1979). Gleichzeitig tritt Flüssigkeit (Transsudat, 
bestehend aus Wasser, Plasmaproteinen, Elektrolyten, chemische Substanzen) durch die 
verstärkte Exsudation von den Blutgefäßen in das umliegende Gewebe (LIEVENS und 
LEDUC 1978). Dadurch bildet sich im Wundgebiet ein Ödem aus (BARON 1983, 
O`HANLON-NICHOLS 1995). 
Die Exsudation bewirkt ein wäßriges Umfeld, das proliferative Vorgänge fördert und 
toxische Abbauprodukte durch die erhöhte Flüssigkeitsansammlung verdünnt. Im Zuge der 
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Exsudation gelangen in einem ersten, akuten Entzündungsstadium verschiedene Zelltypen 
in das Wundgebiet (Entzündungszellen wie T-Lymphozyten, Leukozyten, insbesondere 
neutrophile Granulozyten und Monozyten) oder dringen aktiv zwischen den Endothel-
zellen durch Gefäßwände (MARTIN et al. 1992, JOHNSTON 1990). Sie reagieren auf 
chemotaktisch wirksame Substanzen (KIRITSY et al. 1993, MARTIN 1996, 1997) von 
Thrombozyten, eingedrungenen Bakterien und abgestorbenen Zellen (DIEGELMANN 1997). 
Die Entzündungszellen beseitigen durch Phagozytose und proteolytisch wirksame Enzyme 
Bakterien, abgestorbene Zellen, Zelltrümmer und Fremdmaterialien (CASEY 1994, 
HEUGHAN und HUNT 1975, HUNT 1990, MILLIKAN 1981, MUTSAERS et al. 1997). Granulo-
zyten sezernieren ferner vasoaktive und chemotaktisch wirksame Substanzen sowie 
Wachstumsfaktoren (LAMBERT et al. 1984). Ihre Lyse, die den Übergang zum zweiten, 
chronischen Entündungsstadium einleitet, setzt intrazelluläre Enzyme frei, die den Entzün-
dungsprozeß steigern (WINTER 1978, SCHAFFER und NANNEY 1996). 
Im chronischen Stadium liegen im Gewebe hauptsächlich Makrophagen und Riesenzellen 
vor, die sich aus zirkulierenden Monozyten differenzieren. Ihre Aufgabe ist die weitere 
Phagozytose absterbender Granulozyten, restlicher pathogener Organismen sowie Matrix- 
und Zellreste (FOWLER 1989). Ferner sezernieren sie Wachstumsfaktoren zur Fibroblasten-
proliferation, Synthese von extrazellulärem Material und für die Angiogenese (TIBBS 
1997). Die weitere Heilung schreitet erst fort, wenn die Wunde gereinigt und frei von 
Infektionen ist (BRYANT 1987). 
 
 
2.2.2.3  Proliferative Phase 
 
Die Proliferationsphase ist gekennzeichnet durch eine hohe mitotische Aktivität von Fibro-
blasten (verantwortlich für Kollagensynthese, Wundkontraktion), Endothelzellen (Angio-
genese) und epidermalen Zellen (Reepithelialisierung). Nach Phase 1, der Migration von 
Entzündungszellen in das Wundgebiet und Phase 2, der Reinigung der Wunde, überwiegt 
in dieser 3. Heilungsphase die Zellproliferation. Die Proliferation hat das Ziel, neues 
Gewebe, sog. Granulationsgewebe, für die Defektauffüllung aufzubauen. Es besteht aus 
Blutgefäßen, Fibroblasten, Makrophagen und lockerem Bindegewebe (BARON 1983). Die 
Bildung des Granulationsgewebes wird von verschiedenen Faktoren beeinflußt.  
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• Ernährungszustand (Mangelversorgung an Eiweiß, Kohlenhydraten, Fetten, 
Vitaminen, Mineralstoffen und Spurenelemente hemmen die Regeneration) 
• Alter (die Haut älterer Menschen ist weniger stark durchblutet, die Immunabwehr 
reduziert, die Fähigkeit des Körpers, Schädigungen zu reparieren, ist geringer als 
bei jungen Menschen) 
• Erkrankungen (schlechtere Wundheilung infolge mangelnder Sauerstoffver-
sorgung hervorgerufen durch Diabetes (MOUSLEY 2003), Arteriosklerose, Venen-
insuffizienz, Autoimmunerkrankungen, Krebs) 
• Medikamente (Immunsuppressiva unterdrücken die Immunabwehr des Körpers; 
Zytostatika hemmen die Zellteilung; Antiphlogistika wirken entzündungshemmend; 
Antikoagulanzien behindern Blutgerinnung) 
• Drogen (verminderte Durchblutung von Geweben bei Rauchern; starke Beein-
trächtigung des körperlichen Allgemeinzustandes durch Drogen, z.B. Heroin) 
In der proliferativen Phase laufen vier Prozesse gleichzeitig ab: Kollagensynthese, Blut-
gefäßneubildung (Angiogenese) in der Dermis, Wundkontraktion und Reepithelialisierung 
in der Epidermis (CLARK 1993b). Die Proliferationsphase beginnt ca. drei bis vier Tage 
nach der Verletzung und dauert bis etwa bis zum 20. Tag der Wundheilung (COOPER 1990, 
TIBBS 1997). 
 
Kollagensynthese: Die Kollagensynthese sowie Aufbau und Modifikation der extra-
zellulären Matrix3 (CARNEVALI et al. 2003) sind die wichtigsten Aufgaben der Fibroblasten 
bei der Wundheilung. Die Fibroblasten stammen vorwiegend aus dem wundnahen Gebiet 
(HUNT 1990). Sie nutzen das während der Blutgerinnung entstandene Fibrinnetz, wandern 
mittels des im Thrombozytenpfropfs enthaltenen Fibronektins durch die Wunde (MOULIN 
1995) und lagern zunächst weiteres Fibronektin, später Kollagen ab (MARTIN et al. 1992, 
WALDORF und FEWKES 1995, WITTE und BARBUL 1997). Die Synthese neuen Kollagens 
(Typ III im Narbengebiet der Wunde, Typ I später während der Differenzierungsphase; 
Kollagentypen s. Kap. 2.3.4) erfolgt in verschiedenen Stufen (Kapitel 2.3.3). Dieses 
vorläufige, unreife und lösliche Prokollagen (BRYANT 1987, WINTER 1978) wird in 
weiteren Schritten zu Kollagenfibrillen und -fasern umgebildet, die zur Steigerung der 
Zugfestigkeit in der Wunde beitragen (DOILLON et al. 1985). Wird die heilende Wunde in 
der proliferativen Phase leicht beansprucht, kommt es zur vermehrten Neubildung von 
                                            
3 Extrazelluläre Matrix: Komplexes Geflecht aus Makromolekülen (Polysaccharide: Glykosaminoglykane, 
Proteoglykane; Strukturproteine: z.B. Kollagen, Elastin; Anheftungsproteine: z.B. Fibronectin, Laminin), das 
sich in enger Verbindung mit den Zellen (Fibroblasten, Chondroblasten, Osteoblasten), die sie gebildet 
haben, zu einem Maschenwerk zusammenlagert. Je nach Funktion des Bildungsgewebes kann sie 
calcifizieren (Knochen, Zähne), durchsichtig (Augenhornhaut) oder seilartig strukturiert (Sehnen) sein. Sie 
beeinflußt die Entwicklung, Bewegung, Vermehrung, Form und Stoffwechselfunktion der mit der Matrix in 
Kontakt stehenden Zellen. 
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Kollagen. Einflußfaktoren auf die Kollagensynthese sind die Vitamin C-Verfügbarkeit und 
Sauerstoffversorgung. Ein Mangel an Vitamin C führt zur Synthese „minderwertigen“ 
Kollagens und verringerter Sezernierung in das Wundgebiet. Die Anwesenheit von 
Sauerstoff beschleunigt die Kollagensynthese. 
Angiogenese: Die Kollagensynthese wird durch die zeitgleiche Bildung neuer Blutgefäße 
für den Sauerstoff- und Nährstofftransport ermöglicht (JOHNSON 1990). Die Kapillaren 
entstammen in erster Linie präexistenten Blutgefäßen des Wundrandes. Durch angiogene 
Reize (Gewebehypoxie, Laktat) aktiviert, sezernieren Endothelzellen Plasminogenaktivator 
und Kollagenase, fragmentieren die umgebende Basalmembran und migrieren in den peri-
vaskulären Raum (DETMAR et al. 1997, FLAMME und RISAU 1995, LAMBERT et al. 1984, 
TIBBS 1997). In den Gefäßen des Wundrandes verbliebene Endothelzellen proliferieren, 
um weitere Zellen für die Angiogenese zur Verfügung zu stellen (KIRITSY et al. 1993). 
Durch Teilung der ausgewanderten Zellen im neu gebildeten Gefäß, wachsen die 
Kapillaren zur Oberfläche des Granulationsgewebes, verzweigen sich und bilden ein 
Kapillargeflecht (CLARK 1993b). 
Wundkontraktion: Die Kontraktion einer tiefen Wunde beginnt etwa 6 bis 10 Tage nach 
der Verletzung. Sie führt zur Annäherung der nicht zerstörten Gewebssubstanzen und 
erleichtert die Reepithelialisierung (MARTIN 1997, WOKALEK und RUH 1991). Die Wunde 
kontrahiert unter dem Einfluß von Myofibroblasten und wird durch Wachstumsfaktoren 
und Signalen aus der Extrazellularsubstanz stimuliert (CLARK 1993a, DESMOULIÈRE 1995, 
MARTIN 1996). Myofibroblasten entwickeln sich unter den besonderen Wundbedingungen 
aus Fibroblasten (SCHAFFER und NANNEY 1996) und unterscheiden sich strukturell und 
funktionell von diesen durch Bündel von kontraktilem α-Aktin. Sie ähneln Zellen der 
glatten Muskulatur und können sich auf bestimmte Reize kontrahieren oder erschlaffen 
(JOHNSTON 1990). Durch aktives Zusammenziehen des Zytoskeletts werden benachbarte 
Zellen und die umgebende Extrazellularsubstanz herangezogen, das Bindegewebe ver-
dichtet und so die Wunde geschlossen (CLARK 1993a, MUTSAERS et al. 1997). Die 
Kontraktion der Wunde endet, wenn die Wundränder sich treffen oder die Hautspannung 
der Wundumgebung die Kontraktionskraft der Myofibroblasten übersteigt. Die Wundkon-
traktion ist stärker, je beweglicher die periphere Haut im Verhältnis zur Unterlage ist 
(POLLACK 1979). 
Reepithelialisierung: Die Epithelialisierung (Überhäutung) der Wunde steht in direkter 
Abhängigkeit mit der Ausbildung und dem Verhalten der Wundgranulation. Über chemo-
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taktische Signale des Granulationsgewebes migriert das epidermale Wundrandepithel aus, 
sofern geeignete Bedingungen zum Auswandern der Zellen geschaffen sind (eine gut 
durchblutete und durchfeuchtete Unterlage ist Voraussetzung der Epithelzellmigration). 
Innerhalb von 12 Stunden vollzieht sich die epidermale Regeneration durch Migration und 
Proliferation epidermaler Epithelzellen (KRAWCZYK und WILGRAM 1975). Bei der Zell-
teilung entstehen in der Basalzellschicht zwei Zellarten unterschiedlicher Potenz. Eine 
Zellformation wandert vom Entstehungsort an die Hautoberfläche. Oberflächliche Schürf-
wunden können so bereits in 24 bis 48 Stunden überbrückt und geschlossen werden. Das 
Regenerativ ist vollwertig und ebenbildlich. Die andere Zellformation migriert bei 
Abwesenheit von Nachbarzellen in Richtung des gegenüberliegenden Wundrandes („free-
edge-effect“) (GARRET 1997, TIBBS 1997, WALDORF und FEWKES 1995). Epithelzellen des 
Stratum basale besitzen ein Mitosepotential, das durch Chalone (endogene Mitose-
hemmstoffe) geregelt wird. Bei Abwesenheit von Nachbarzellen durch eine Epidermis-
verletzung sinkt der Hemmstoffspiegel aufgrund des Verlustes vieler Chalon-produzieren-
der Zellen. Die Folge ist eine hohe mitotische Aktivität der epidermalen, einschichtigen 
Zellen des Stratum basale. Dadurch wird die zur Defektauffüllung erforderliche 
Zellvermehrung eingeleitet (FITCH und SWAIM 1995). Mit dem fortschreitenden Aus-
wachsen des Wundrandepithels bildet sich zunächst ein einzellschichtiges Epithel aus, 
welches durch weitere Zellteilungen mehrzellschichtig, widerstandfähig und dichter wird. 
Der Hautdefekt ist gegenüber der Umgebung geschlossen. Das unterhalb des neuen 
Epithels gelegene Granulationsgewebe wird auf Hautniveau eingeebnet, jedoch kann das 
Ausreifen des Narbengewebes in der Tiefe noch mehrere Monate bis Jahre in Anspruch 
nehmen (BRYANT 1987). 
Die Wanderbewegung der Wundrandepithelien ist an die vorausgegangene Auffüllung des 
Gewebedefektes durch das Granulationsgewebe gebunden. Randepithelien migrieren nicht 
in den Wundkrater hinein. Dieser Fall tritt bei Hautwunden in Verbindung mit einem 
massiven Gewebedefekt ein. Das Resultat dieser Form der Reepithelialisierung ist ein nicht 
vollwertiger Hautersatz. Das neu entstandene, dünne und gefäßarme Ersatzgewebe besitzt 
keine wesentlichen Epidermisbestandteile wie Drüsen-, Haar- und Pigmentzellen. Des 
weiteren sind wichtige Eigenschaften der Haut, wie z.B. eine ausreichende Neurotisation 
(Re-Innervation), nicht mehr vorhanden. 
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2.2.2.4  Differenzierungsphase  
 
Die Ausreifung des Narbengewebes beginnt bereits während der proliferativen Phase und 
kann mehrere Monate bis Jahre andauern (BRYANT 1987, DYSON 1997). Dabei wird die 
extrazelluläre Matrix in Zusammensetzung, Struktur und Organisation verändert sowie die 
Zellzahl und Vaskularisation vermindert (ORDMAN und GILLMAN 1966). Gleichzeitig 
findet ein Kollagenumbau statt, der durch eine ausgeglichene Synthese und Abbau 
gekennzeichnet ist (BENNET und SCHULTZ 1993, BRYANT 1987). Das vorläufige, unreife 
Kollagen Typ III (s. Kap. 2.3.4) wird durch stark vernetztes Kollagen Typ I ersetzt 
(MARTIN et al. 1992, MOULIN 1995, POLLACK 1984). Zugbelastete Kollagenfasern werden 
durch Anlagerung weiteren Kollagens verstärkt (JOHNSTON 1990, WITTE und BARBUL 
1997) und ein extrazelluläres Netzwerk aus reifenden Kollagenfasern des Typs I aus-
gebildet. Eine zunehmende Vernetzung sorgt für eine kontinuierlich ansteigende 
Zugfestigkeit in der Narbe (DESAI 1997, MOULIN 1995). Die Zugfestigkeit erreicht nach 
drei Monaten etwa 80 % der Ursprungszustandes und erlangt auch nach 2 Jahren keine 
weitere Steigerung (DOILLON et al. 1985, WITTE und BARBUL 1997). Apoptotische 
Vorgänge (programmierter Zelltod) sorgen für die Reduktion der Zellzahl und der 
überschüssigen Blutgefäße (CLARK 1993a, DESMOULIÈRE 1995, DESMOULIÈRE et al. 
1997). Nach BARON (1983) wird die ursprüngliche Elastizität nicht wieder erreicht.  
 
 
2.3  Kollagene 
 
2.3.1  Vorkommen und Häufigkeit bei Säugetieren 
 
Die Kollagene sind eine Familie von Strukturproteinen. Sie sind die Hauptproteine der 
extrazellulären Matrix und kommen bei allen vielzelligen Tieren vor (ALBERTS et al. 
1995). Kollagene werden von verschiedenen Zelltypen (z.B. Fibroblasten, Chondrozyten, 
Osteoblasten) sezerniert und stellen als Hauptbestandteil von Knochen, Knorpel und Haut 
die am häufigsten vorkommende Proteinklasse dar (VAN DER REST et al. 1993). Bei 
Säugetieren stellen Kollagene ungefähr 25 % des Gesamtproteingehalts. 
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2.3.2  Tripelhelicaler Aufbau der Kollagene 
 
Kollagene bestehen aus sogenannten α-Ketten. Diese Ketten (Polypeptidketten) sind aus 
eine Abfolge von etwa 1.000 Aminosäuren aufgebaut (FRIESS 1998). Das Kollagenmolekül 
ist durch eine lange, steife, tripelhelikale Struktur charakterisiert. Es besitzt an seinen 
Enden (Amino- und Carboxyl-Ende) nicht-helicale Regionen aus 9 – 26 Aminosäuren 
(Telopeptide). Diese Telopeptid-Regionen dienen der intermolekularen Vernetzung 
zwischen den Kollagenmolekülen (FRIESS 1998). Drei Kollagen-Polypeptidketten (α-
Ketten) sind in Form einer seilartigen Helix umeinander gewunden (Tripel- oder 
Superhelix). Kollagene enthalten einen hohen Anteil der Aminosäuren Prolin und Glycin. 
Prolin stabilisiert aufgrund seiner eigenen Ringstruktur in den einzelnen α-Ketten 
intramolekular die linksgedrehte Helixstruktur. Glycin (Gly) als kleinste Aminosäure ist in 
regelmäßigen Abständen an jeder dritten Stelle einer α-Ketten angeordnet, so daß sich 
aneinandergereihte Tripeptide mit der allgemeinen Aminosäurensequenz Gly-X-Y 
ergeben. Die Variablen X und Y stehen dabei für jede beliebige Aminosäure, wobei X 
häufig durch Prolin, Y durch Hydroxyprolin substituiert ist (ALBERTS et al. 1995, FRIESS 
1998). Glycin ermöglicht es den drei helixförmigen Polypeptidketten, sich eng zu einer 
Superhelix zusammenzulagern. 
 
 
2.3.3  Kollagensynthese 
 
Die einzelnen Kollagen-Polypeptidketten werden zunächst in Form größerer Vorläufer-
moleküle, sogenannter Pro-α-Ketten, an membrangebundenen Ribosomen z.B. von 
Fibroblasten, Knorpel- und Knochenzellen synthetisiert und in das Lumen des rauhen 
endoplasmatischen Retikulums transportiert (ALBERTS et al. 1995). Die genannten Zell-
typen sind auf die Ausscheidung einer kollagenen extrazellulären Matrix spezialisiert und 
gemeinsam für das architektonische Gerüst des Körpers verantwortlich. Die Vorläufer-
moleküle tragen am Amino-Ende ein für den Transport wichtiges Signalpeptid sowie am 
Carboxy-Ende weitere Aminosäuren (Extensionspeptide). Im Lumen des endoplasma-
tischen Retikulums werden Prolin- und Lysin in den Pro-α-Ketten zum Teil zu 
Hydroxyprolin und Hydroxylysin hydroxyliert. Anschließend lagern sich je drei schwach 
gewundene Pro-α-Ketten über Wasserstoffbrückenbindungen des Hydroxyprolins und 
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Hydroxylysins (FRIESS 1998) zu einem dreisträngigen Helixmolekül (Prokollagen) 
zusammen (COOPER 1990, DIEGELMANN 1997, HEUGHAN und HUNT 1975, KHOR 1997, 
POLLACK 1979, 1984). Das Prokollagen wird von den Zellen in den Extrazellulärraum 
ausgeschieden (ALBERTS et al. 1995). 
Nach der Sekretion in den Extrazellulärraum spalten spezifische proteolytische Enzyme die 
Extensionspeptide der Prokollagen-Moleküle ab. Durch die Abspaltung wird die 
Polymerisation der prokollagenen Tripelhelices in Kollagenfasern ermöglicht. Diese 
Kollagenfasern können mehrere µm lang sein und verleihen den Geweben ihre Festigkeit 
und Elastizität.  
 
 
2.3.4   Kollagentypen und ihre Eigenschaften 
 
Ungefähr 25 verschiedene Kollagen-α-Ketten sind bis heute nachgewiesen worden, aus 
denen sich theoretisch mehr als 10.000 dreisträngige Kollagentypen bilden ließen. 
Tatsächlich jedoch konnten bis jetzt nur 15 derartige Typen gefunden werden (ALBERTS et 
al. 1995). Die Kollagentypen werden in drei Kategorien (Fibrillen-bildend, Fibrillen-
assoziert und Geflecht-bildend) eingeordnet. Die am häufigsten vorkommenden Typen 
sind in Tabelle 2 aufgelistet. 
Fibrilläre Kollagene haben einen Durchmesser von 10 bis 300 nm und können viele µm 
lang werden. Sie sind oft zu Bündeln zusammengefaßt, die im Lichtmikroskop als 
sogenannte Kollagenfasern mit einem Durchmesser von mehreren µm sichtbar werden. 
Fibrillen-assoziierte Kollagene befinden sich auf der Oberfläche von Kollagenfibrillen. 
Es wird vermutet, daß sie die Fibrillen untereinander und mit anderen Bestandteilen der 
extrazellulären Matrix verknüpfen. 
Geflecht-(Netz-) bildende Kollagene bilden einen wichtigen Baustein der Basalmem-
bran4, indem sie sich zu einer verfilzten Schicht zusammenlagern (Typ IV) und 
Verankerungsfibrillen bilden (Typ VII). Beide Strukturen verknüpfen die Basalmembran 
                                            
4 Basalmembran: zusammenhängende, etwa 40 - 120 nm dünne Schicht aus spezialisierter, extrazellulärer 
Matrix. Die Membran liegt unter allen epithelialen Zellschichten und umgibt auch einzelne Muskel-, Fett- 
und Schwannzellen. Basalmembranen trennen Zellen und Zellschichten vom darunterliegenden oder sie um-
geben Bindegewebe. Neben Struktur- und Filterfunktion bestimmen sie die Polarität von Zellen, beeinflussen 
den Zellstoffwechsel, setzen die Zelldifferenzierung in Gang und dienen als Leitstruktur für die Zellmigration. 
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vielschichtiger Epithelien mit dem darunterliegenden Bindegewebe. Geflecht-bildende 
Kollagene sind deshalb vor allem in der Haut in großer Menge vorhanden. 
Tabelle 2: Ausgewählte Kollagentypen und ihre Eigenschaften. Die Typen I, IV, V und IX bestehen aus 
mindestens zwei Typen von α-Ketten, die Typen II, III, VII und XII aus nur einen α-Ketten-Typ (aus 
ALBERTS et al. 1995, verändert). 
Kategorie Typ Molekül- 
formel 
polymerisierte 
Form 
Vorkommen im 
Gewebe 
Fibrillen-bildend 
(fibrillär) 
I [α1(I)]2α2(I) Fibrillen Knochen, Haut, Sehnen, 
Bänder, Hornhaut, 
innere Organe (90 % 
des Gesamtkollagens) 
 II [α1(II)]3 Fibrillen Knochen, Zwischen-
wirbelscheiben 
 III [α1(III)]3 Fibrillen Haut, Blutgefäße, innere 
Organe 
 V [α1(V)]2α2(V) Fibrillen (mit Typ I) wie Typ I 
 XI α1(XI)α2(XI)α3(XI) Fibrillen (mit Typ II) wie Typ II 
Fibrillen-assoziiert IX α1(IX)α2(IX)α3(IX) 
mit Fibrillen Typ II 
seitliche Verbindung Knorpel 
 XII [α1(XII)]3 
mit Fibrillen Typ I 
seitliche Verbindung Sehnen, Bänder einige 
andere Organe 
Geflecht-bildend IV [α1(IV)2α2(IV)] flächiges Netz Basalmembranen 
 VII [α1(VII)]3 Verankerungsfibrillen unter geschichtetem 
Schuppenepithel 
 
 
2.4  Kollagene Matrices im medizinischen Einsatz 
 
Derzeit werden eine Vielzahl kollagener Matrices in der Medizin als Hämostyptikum, 
Wundabdeckung, oder zur Gewebsdefektauffüllung eingesetzt. Das Ausgangsmaterial der 
Matrices kann bovinen, equinen oder porcinen Ursprungs sein und besitzt, je nach Tier-
spezies, geringfügig andere biologische und mechanische Eigenschaften (ANGELE et al. 
2004). So enthalten z.B. Schwämme aus Rinderkollagen einen höheren Anteil an den 
Aminosäuren Prolin und Hydroxyprolin, jedoch eine geringere Menge der Aminosäuren 
Lysin und Hydroxylysin im Vergleich zu Pferdekollagen. Da die beiden letztgenannten 
Aminosäuren wichtig für eine natürliche, intra- und intermolekulare Quervernetzung sind, 
resultiert hieraus auch eine geringere, thermische Stabilität des bovinen Matrices (ANGELE 
et al. 2004). Jedoch konnten in der zitierten Studie keine signifikanten ultrastrukturellen 
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Unterschiede in der Beschaffenheit der Poren, der enzymatischen Degradation und im 
Aufquellverhalten von nicht modifizierten, bovinen und equinen Kollagenschwämmen 
festgestellt werden. 
 
Resorbierbare, kollagene Matrices werden vor allem bei tiefgründigen Brandverletzungen 
eingesetzt. Der Zeitraum bis zum vollständigen Wundverschluß kann dadurch wesentlich 
verkürzt werden, die Entnahmeflächen autologer (körpereigener) Spalthaut, sofern noch 
unverletzte Areale vorhanden sind (VAN DEN BOGAERDT et al. 2002), werden minimiert 
und die mechanische Stabilität des Hautregenerats verbessert. Für den medizinischen 
Einsatz als Hämostyptikum oder Hautersatz sind eine Vielzahl an kollagenen Strukturen 
kommerziell erhältlich. Nachfolgende Zusammenstellung gibt einen Überblick über die 
wichtigsten Produkte und deren Eigenschaften nach Herstellerangaben und Literaturdaten. 
 
Produkt / (Hersteller) Eigenschaften Literaturverweis 
   
Genta-Coll resorb® 
(Resorba Wundversorgung 
GmbH & Co. KG, Nürnberg, D) 
equin, Zusatz von Gentamicinsulfat 
(Antibiotikum), in Kombination mit 
Fibrinklebern einsetzbar 
Herstellerangaben 
   
Integra® Artificial Skin 
(Integra LifeScience Corp., 
Plainsboro, NJ, USA) 
bovin, Zusatz von Chondroitin-6-
Sulphat, zweischichtiges Membran-
system mit Silikon, unbesiedelt oder 
mit Zellen präkultiviert einsetzbar 
BERGER et al. 2000, CEDIDI et al. 
1999, 2002, DANTZER et al. 2003, 
KREMER et al. 2000, PALAO et al. 
2003, WISSER und STEFFES 2003, 
YANNAS und BURKE 1980 
   
Kollagen-resorb® 
(Resorba Clinicare GmbH, 
Nürnberg, D) 
equin, als Trägermaterial für Fibrin-
kleber, Antibiotika und Wachstums-
faktoren einsetzbar 
KLEINHEINZ et al. 2002 
   
Lyostypt® 
(B. Braun Melsungen AG, 
Melsungen, D) 
bovin, als Trägermaterial für Anti-
biotika anwendbar, ideales Netz-
werk für die Thrombozytenaggre-
gation  
ENGELHARDT et al. 1989, KRUGER 
1992 
   
Promogran® 
(Johnson & Johnson Inc., 
Skipton, UK) 
bovin, Kombination aus oxidierter, 
regenerierter Cellulose (ORC) und 
Kollagen, beeinflußt das Wund-
milieu, indem Proteasen (z.B. 
Metallo-Matrixproteasen) irreversi-
bel inaktiviert und Wachstumsfak-
toren geschützt werden 
BAILEY 2000, CULLEN et al. 2002, 
DERBYSHIRE 2003, MONAMI et al. 
2002, OMUGHA und JONES 2003, 
VEVES et al. 2002, VIN et al. 2002 
   
Septocoll® E 
(Biomet Merck BioMaterials 
GmbH, Darmstadt, D) 
equin, Zusatz von Gentamicinsulfat 
und Gentamicincrobefat (Antibio-
tika) 
ECKERT 1993, GRUESSNER et al. 
1998, 2001,  HOLZER et al. 2003, 
MOSER 1998,  WALENKAMP et al. 
1998 
   
Spongostan® 
(Ferrosan A/S, Soeborg, DK) 
porcin, als Medikamententräger 
geeignet 
ALPASLAN et al. 1997, KOS et al. 
2003, LAPIS und HORVATH 2002, 
LEE et al. 1999, RIEGELS-NIELSEN 
et al. 1986, SCHRODER et al. 1982 
 
 
Theoretische Grundlagen 
23 
Produkt / (Hersteller) Eigenschaften Literaturverweis 
   
Sulmycin® Implant 
(Essex Pharma GmbH, 
München, D) 
equin, Zusatz von Gentamicinsulfat 
(Antibiotikum) 
ASCHERL et al. 1986, HERNANDEZ-
RICHTER et al. 2001, 
KOLODZIEJCZYK und HIRSCH 1992, 
LEYH et al. 1999, WERNET et al. 
1992 
   
Suprasorb®C 
(Lohmann & Rauscher GmbH & 
Co. KG, Neuwied, D) 
bovin, hydroaktiver Wundschwamm 
zur Absorption von Wundsekret 
Herstellerangaben 
   
TachoComb® 
(Nycomed Pharma GmbH, 
Unterschleißheim, D) 
equin, Zusatz der Gerinnungsfak-
toren Fibrinogen und Thrombin 
sowie des Protease-Inhibitors Apro-
nitin5, als Träger für antimikrobiell 
wirksame Substanzen geeignet 
BAAR et al. 2000, LAHME et al. 
2002, LANG et al. 2004, LANGER et 
al. 2002, LEE et al. 1999, MARTIS 
et al. 1997, SCHELLING et al. 1988, 
SCHEYER und ZIMMERMANN 1996, 
SCHIELE et al. 1992, WECHSEL und 
GLEICHMANN 2001 
   
TissuFleece® E 
(Baxter Deutschland GmbH, 
Unterschleißheim, D) 
equin, in Kombination mit Gewebe-
klebern zur Versiegelung und Stabi-
lisierung von Nähten in der Herz- 
und Gefäßchirurgie anwendbar 
KOFIDIS et al. 2003, NG et al. 2004, 
URANÜS 2003 
   
Surgifoam® 
(Ferrosan A/S, Soeborg, DK) 
porcin, nicht für die Abdeckung von 
Hautinzisionen oder auf infizierten 
Körperarealen geeignet 
AWAD et al. 2004, BARBOLT et al. 
2001 
 
In den Arbeiten von JONES et al. (2002) sowie PURNA SAI und BABU (2000) sind weitere 
Beispiele von biologischen Hautersatzmaterialien aufgeführt, die in der Verbrennungs-
chirurgie und bei der Behandlung chronischer Wunden eingesetzt werden können. 
 
Bei künstlichen Hautäquivalenten besteht jedoch, wie bereits in Kap. 1.1 angesprochen, 
das Problem einer unzureichenden, zügigen Vaskularisierung der Strukturen, um den 
Wundheilungsprozeß zu beschleunigen. Neben der beschriebenen Präkultivierung der 
Matrices mit Zellen (z.B. BLACK et al. 1998), können die Kollagenstrukturen modifiziert 
werden, um z.B. den Vaskularisierungsprozeß zu fördern. 
 
 
2.5  Modifizierung kollagener Matrices 
 
Die Modifizierung kollagener Matrices verfolgt zum einen das Ziel, die Matrices als 
Wirkstoffträger (drug delivery system) nutzbar zu machen (CHVAPIL 1977), und zum 
anderen, die physikalisch-chemischen Eigenschaften der Schwämme zu verändern. Beide 
                                            
5 Apronitin wird aus Rinderlunge gewonnen. Das Vorhandensein des Hemmstoffs wird als wesentlich für die 
Dauerhaftigkeit der Blutstillung und somit der Haltbarkeit der Verklebung von Gewebeverletzungen an-
gesehen. 
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Formen der Modifikation sind miteinander kombinierbar (Abb. 5) und durch die Wahl der 
Wirkstoffe kann die Vaskularisierung der Matrices beschleunigt werden. Wirkstoffe 
werden durch unterschiedliche Verfahren in das Kollagenfasergeflecht eingebracht: 
(1) durch direkte Kopplung von Wirkstoffen an das Kollagengerüst 
(2) durch indirekte Immobilisierung der Wirkstoffe in Mikrosphären und Inkorpo-
rierung der beladenen Sphären in die Kollagenschwämme oder 
(3) durch indirekte Immobilisierung an Heparin nach einer EDC/NHS-Quervernetzung 
der Schwämme.  
Abb. 5: Anbindung von Wirkstoffen an Kollagen-
fasergeflechte. Kovalente Kopplung über bifunktio-
nelle Gruppen (1), Immobilisierung in Mikrosphären 
und Inkorporierung in Kollagenmatrices (2), Ver-
netzung der kollagenen Matrices mittels EDC/NHS, 
Immobilisierung von Heparin und Kopplung der 
Wirkstoffe an Heparin (3). (nach YAO 2003, ver-
ändert) 
 
Verfahren (2) und (3) ermöglichen eine kontrollierte Abgabe der Wirkstoffe durch 
gesteuerte Degradation der Sphären und/oder der Matrix. Die Geweberegeneration wird 
durch die Freisetzung der Wirkstoffe unterstützt (COOMBES et al. 2002). 
 
 
2.5.1  Bindung der Wirkstoffe direkt an das Kollagengerüst 
 
Die Immobilisierung von Wachstumsfaktoren, z.B. rhBMP-2, bFGF, HGF, VEGF, mit 
proliferationssteigernder Wirkung in vitro und in vivo ist in verschiedenen Studien über 
kollagene Matrices beschrieben (vgl. FRIESS et al. 1999, KANEMATSU et al. 2004). Die 
kovalente Kopplung der Faktoren erfolgt durch Eintauchen der trockenen Kollagenmatrix 
in wäßrige Lösungen der Reagenzien. Die Wirkstoffe werden anschließend durch 
Degradation der Schwämme wieder freigesetzt. Eine umfassende Zusammenstellung über 
Wachstumsfaktoren, die direkt an das Kollagengerüst gebunden oder über Mikrosphären in 
Kollagenstrukturen immobilisiert wurden, kann der Arbeit von MALAFAYA et al. (2002) 
entnommen werden. 
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2.5.2  Inkorporierung von Wirkstoffen in degradierbare Sphären 
 
Die Inkorporierung von Wirkstoffen in degradierbare Polymilchsäure-Polyglykolsäure-
Copolymer- (PLGA-)Mikrosphären dient dazu, ein Pharmadepot (drug delivery system) zu 
schaffen, welches den Wirkstoff mit steuerbarer Kinetik freisetzt. Je nach Beschaffenheit 
der Sphäre ist es möglich, über die zunehmende Degradation des Trägermaterials die 
Abgabe des Wirkstoffes zu regulieren (CLELAND et al. 2001, SHENOY et al. 2003). Eine 
Vielzahl an Studien behandelt die Inkorporierung in und Freisetzung von Wirkstoffen aus 
PLGA-Mikrosphären. Zur Förderung lokaler Angiogenese durch Endothelzellproliferation 
immobilisierten CLELAND et al. (2001) den Wachstumsfaktor VEGF. DUGGIRALA et al. 
(1996) sowie SCHRIER und DELUCA (1999, 2001) führten Untersuchungen zur Bindung 
und in vitro-Freisetzung von rhBMP-2 für eine beschleunigte Knochenregeneration durch. 
Immobilisierung und Freisetzungsmechanismen des Antibiotikums Gentamicin sind in 
Studien von FRIESS und SCHLAPP (2002) sowie SCHLAPP und FRIESS (2003) veröffentlicht. 
Ein weiteres Protein zur Immobilisierung in PLGA-Mikrosphären ist Insulin6. Die Bindung 
in Sphären sowie die kontrollierte Freisetzung von Insulin und Insulin-ähnlichen Wachs-
tumsfaktoren aus Mikrosphären als Pharmadepot für Menschen mit Insulinmangeldiabetes 
oder chronischer Nervendegeneration sind in den Arbeiten von CARRASCOSA et al. (2003, 
2004), SAKAI et al. (2001), SHAO und BAILEY (2000), SHENOY et al. (2003), YAMAGUCHI 
et al. (2002) sowie YUKSEL et al. (2000) beschrieben. 
 
Vorteile von Insulin gegenüber z.B. dem Wachstumsfaktor VEGF sind strukturelle Stabili-
tät, geringere Kosten und leichtere Verarbeitung bei der großtechnischen Herstellung der 
Kollagenschwämme. Die Zielgruppe für den medizinischen Einsatz eines solchen 
Kollagenschwammes sind vor allem Diabetes-Patienten, die unter Störungen des Glucose-
Stoffwechsels leiden. Sie sind auf die exogene Zugabe von Insulin angewiesen. Wund-
heilungsprozesse, z.B. bei Unterschenkelgeschwüren (Ulcus cruris), verlaufen in vivo 
aufgrund Insulinmangels nur verzögert ab. Untersuchungen von SHANLEY et al. (2004) 
zeigten im in vitro-Versuch, daß die Wundheilung der Augenhornhaut am Beispiel einer 
humanen, cornealen Epithelzell-Linie in Anwesenheit von Insulin schneller verläuft. 
 
                                            
6 Insulin fördert den Transport von Glukose, Aminosäuren und Kalium in Muskel- und Fettzellen. Ferner 
steigert es anabole Stoffwechselprozesse (Glykogen-, Lipid- und Proteinsynthese) und drosselt katabole Pro-
zesse wie z.B. Glykogenolyse, Lipolyse und Proteolyse. 
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Auch in dem BMBF-Verbundprojekt (Grundlage für vorliegende Studie) ist Insulin als ein 
möglicher Wirkstoff für die Immobilisierung in degradierbare PLGA-Mikrosphären und 
Inkorporierung der Wirkstoff-beladenen Sphären in einem Kollagenfasergeflecht gewählt 
worden (Abb. 6). 
Abb. 6: Degradierbare Mikrosphären aus PLGA 50:50 als ein Trägermaterial für den Einsatz von 
Wirkstoffen. Die Sphären haben im Ursprungszustand (A) eine poröse Oberfläche. Sie können bei der Her-
stellung der Kollagenmatrices in die kollagene Ausgangsmasse gegeben werden. Im feuchten Milieu degra-
dieren die Sphären und setzen den Wirkstoff frei. Makroskopische (B) und elektronenmikroskopische Auf-
nahmen (C, D) zeigen die im Kollagenfasergeflecht inkorporierten PLGA-Sphären. 
 
Kollagene Matrices sind durch ein großes Oberflächen/Volumen-Verhältnis charakterisiert 
und besitzen ohne zusätzliche, chemische oder physikalische Stabilisierung ihrer Struktur 
eine geringe biomechanische Festigkeit. Dieser Aspekt begünstigt die rasche enzymatische 
Degradation der Matrices unter in vivo-Bedingungen (KOIDE et al. 1993, TRASCIATTI et al. 
1998). Deshalb ist, je nach medizinischer Applikation, eine Stabilisierung der Matrix für 
den Einsatz dieses Biomaterials wichtig (Kap. 2.5.3). 
 
 
 
 
A B
C D
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2.5.3  Vernetzung der Matrices und Immobilisierung von Wirkstoffen 
 
Die in vorliegender Studie untersuchten Kollagenschwämme sind vom Hersteller nach dem 
Gefriertrocknungsprozeß dehydrothermal (DHT) vernetzt worden. Für Untersuchungen an 
modifizierten Matrices wurde ein Teil dieser Schwämme weiterhin mittels EDC/NHS 
quervernetzt (Kap. 3.1.1.4). Aus diesem Grund wird nachfolgend speziell auf diese beiden 
Formen der Quervernetzung eingegangen werden. 
 
Um kollagene Matrices mit den gewünschten mechanischen Eigenschaften auszustatten, 
stehen unterschiedliche chemische Vernetzungsreagenzien (z.B. Glutaraldehyd, Hexa-
methylendiisocyanat, EDC/NHS) und physikalische Verfahren (z.B. UV-Bestrahlung, de-
hydrothermale Vernetzung) zur Verfügung (ANGELE et al. 2004, FRIESS 1998, KOIDE et al. 
1993, WEADOCK et al. 1995). Trotz schwerwiegender Nachteile von Hexamethylendiiso-
cyanat und Glutaraldehyd (nicht abreagierte, funktionelle Gruppen oder Freisetzung dieser 
Gruppen bei enzymatischer Degradation können zu in vitro und in vivo-Zytotoxizität sowie 
Veränderungen des Zellkörpers führen) ist letztgenannte Substanz das gebräuchlichste 
chemische Reagenz zur Vernetzung von Kollagen (ANGELE et al. 2004, HUANG-LEE et al. 
1990, KHOR 1997, ROUSSEAU und GAGNIEU 2002, VAN LUYN et al. 1992b). Im Gegensatz 
dazu wird durch Verwendung von EDC/NHS eine Vernetzung des Kollagens geschaffen, 
die ohne Einbau der Reagenzien in die Matrix abläuft (LEE et al. 2001a, Abb. 7). 
 
Abb. 7: Chemische Quervernetzung von Kollagen mittels EDC/NHS. Carboxylgruppen der Aminosäuren 
Asparagin- und Glutaminsäure des Kollagens [I] reagieren mit EDC [II] unter Bildung von (o-Acyl-)Isoharn-
stoff [III]. Durch Reaktion mit NHS [IV] ensteht ein reaktiver Kollagen-NHS-Ester [V] und wasserlöslicher 
1-ethyl-3-(3-aminopropyl-)Harnstoff [VI] wird freigesetzt. Anschließend bilden sich Peptid-Quervernetz-
ungen [VII] zwischen Kollagenmolekülen aus, indem NHS-Ester mit freien ε-Aminogruppen der (Hydroxy) 
Lysin-Reste reagieren. Weitere Quervernetzungen entstehen durch direkte Reaktion von [III] mit freien ε-
Aminogruppen. Der Überschuß beider Vernetzungsreagenzien kann nach erfolgter Reaktion aus der 
kollagenen Matrix ausgewaschen werden. (nach WISSINK 1999, verändert) 
 
Vorteile des Einsatzes von EDC/NHS sind weiterhin die gute Zytokompatibilität der 
vernetzten Matrix sowohl in vitro als auch in vivo (VAN LUYN et al. 1992a, VAN WACHEM 
et al. 1994), die unterstützende Wirkung auf die Proliferation von Zellen (LEE et al. 2001a, 
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PIEPER et al. 2002a, TSAI et al. 2002) sowie eine steuerbare Resistenz gegenüber enzym-
atischer Degradation (LEE et al. 1996, OLDE DAMINK et al. 1996, STEFFENS et al. 2004). 
Ein weiterer Vorteil einer EDC/NHS-Quervernetzung besteht darin, daß über die 
Quervernetzung Heparin an der Matrix gebunden werden kann (Verfahren bei YAO 2003). 
Kollagenmatrices besitzen eine fibrinogene Wirkung, die zur Ausbildung von Thromben 
an der Grenzfläche Blut/Biomaterial führen kann (WISSINK et al. 2001). Die Vermeidung 
von Thromben durch Immobilisierung des Blutgerinnungshemmstoffes Heparin an das 
Kollagengerüst ist deshalb vor allem in der Anwendung künstlicher Blutgefäße äußerst 
wichtig, solange daß Scaffold auf der luminalen Fläche noch nicht vollständig von Zellen 
bedeckt ist (RAGHUNATH et al. 1983, SENATORE et al. 1990). Zusätzlich können über den 
immobilisierten Gerinnungshemmstoff heparinbindende Wachstumsfaktoren an den Kolla-
genschwamm gebunden werden (LAEMMEL et al. 1997, PIEPER et al. 2002a, STEFFENS et 
al. 2002, 2004, WISSINK et al. 1999, 2001). Wachstumsfaktoren wie z.B. bFGF oder VEGF 
fördern die Proliferation entsprechender Zelltypen (hier: Fibroblasten und Endothelzellen) 
in das Scaffold. Sie sorgen somit für eine schnellere Besiedlung und Vaskularisierung der 
Matrices. 
Der physikalische Prozeß der dehydrothermalen (DHT) Vernetzung verläuft, ebenso wie 
bei einem Einsatz von EDC/NHS, ohne Einbau von zytotoxischen Reagenzien in das 
kollagene Gerüst (WEADOCK et al. 1996, YANNAS et al. 1980). Bereits gefriergetrocknete 
Schwämme werden bei konstant gehaltenem Vakuum und unter genau definierten Tempe-
raturbedingungen DHT-vernetzt (FRIESS 1998). Dabei erfolgt die Stabilisierung der 
Matrices durch kovalente Quervernetzungen (Kondensationsreaktionen) zwischen den 
Polypeptidketten der Kollagenfibrillen (PIEPER et al. 1999, YANNAS 1972). 
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3  MATERIAL UND METHODEN 
 
 
3.1  Material 
 
In diesem Kapitel werden die in vorliegender Studie eingesetzten kollagenen Matrices 
sowie die für in vitro-Untersuchungen verwendeten Zellkultursysteme vorgestellt. Notwen-
dige Techniken zur Versorgung, Subkultivierung (Passage) und Pflege der Zellkulturen 
sind ebenfalls aufgeführt. Die benötigten Chemikalien und Gerätschaften wurden in 
Materiallisten zusammengestellt und sind dem Anhang zu entnehmen. 
 
 
3.1.1  Matrices aus nativem Kollagen 
 
3.1.1.1 Gewinnung, Herstellung und Trocknung der Matrices nach 
Herstellerangaben 
 
Vorbemerkung: Die in der vorliegenden Studie verwendeten Matrices wurden in groß-
technischem Maßstab von der Firma Dr. Suwelack Skin & Health Care AG produziert und 
zur Verfügung gestellt. Daher wird nachfolgend nur eine kurze Zusammenfassung zum 
Gewinnungs-, Herstellungs- und Trocknungsprozeß gegeben. Einzelheiten zu diesen 
Prozessen sowie eine biochemische Charakterisierung der Kollagensuspension können den 
Patentschriften7 der Dr. Otto Suwelack Nachf. GmbH & Co. sowie Dr. Suwelack Skin & 
Health Care AG entnommen werden. 
 
Das kollagene Grundmaterial (Rohware) aus Spalthälsen stammt aus BSE-freien Be-
ständen argentinischer Rinder. Durch eine Säuren-/Laugenbehandlung der Spalthälse wird 
die Rohware von nichtkollagenen Begleitstoffen, die dem tierischen Ausgangsmaterial 
                                                 
DE 32 03 957 C2 Verfahren zur Herstellung von feinporigen Kollagenschwämmen 
DE 40 28 622 C2 Verfahren zum Herstellen von Kollagenschwämmen 
EP 0 913 656 A1 Vorrichtung zum Gefriertrocknen von Kollagen aus tierischen Rohstoffen und anderen 
Biomatrices, die aus Polysacchariden gewonnen worden sind und Verfahren zur 
Herstellung dieser Produkte 
 
7 
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anhaften (Begleitproteine wie Albumine, Globuline sowie Glykosamin- und Proteoglykane 
und Fette), gereinigt. Es schließt sich eine Sicherheitsbehandlung zur optimierten Prionen-
abreicherung an. Als Zwischenprodukt entsteht eine Kollagenmasse, die durch Zugabe von 
Trinkwasser auf einen spezifischen Kollagengehalt eingestellt werden kann. Die Kollagen-
suspension enthält hauptsächlich Kollagentyp I, aber auch geringe Anteile der Typen III 
und V. Sie ist ein polydisperses System aus Fasern und Fibrillen. Die Suspension wird in 
einer Gefrierschale (Tiefkühlplatte) tiefgefroren. Durch anschließende Gefriertrocknung 
(Lyophilisation, Sublimation bei niedrigem Druck) entsteht eine Kollagenplatte mit einer 
Dicke von ca. 20 mm (Abb. 8). Bei der Lyophilisation gefriert das Material zuerst im 
Bereich des Plattenbodens. Die Eisfront wächst von unten nach oben. Von der 
getrockneten Kollagenplatte wird zunächst zur Glättung der Oberfläche die unregelmäßig 
gestaltete Deckschicht durch einen Spaltprozeß entfernt. Anschließend können weitere 
Kollagenschichten definierter Dicke abgenommen werden. Übrig bleibt eine Restschicht. 
Die abgenommenen Schichten werden auf Sollabmessungen zugeschnitten, einzeln in 
geeignete Sterilisationsverpackungen abgepackt und sterilisiert. 
Abb. 8: Spaltprozeß einer Kollagenplatte. Von 
einer gefriergetrockneten Platte der Stärke 20 mm 
wird in einem Spaltprozeß zunächst eine Deck-
schicht abgenommen und verworfen. An-
schließend werden Schichten definierter Dicke 
(hier: 1 mm, Schicht 01 bis 12) abgespalten. Die 
bei der Gefriertrocknung der Kühlplatte auflie-
gende Restschicht wird ebenfalls entsorgt. 
 
Alle Zellkulturuntersuchungen der vorliegenden Arbeit sind mit den Schichten 02, 06 und 
12 durchgeführt worden. Sie stehen exemplarisch für eine Oberschicht (02), Mittelschicht 
(06) sowie eine Unterschicht (12). Die Schichtdicke betrug jeweils 1 mm. Um das Kolla-
genfasergeflecht zu verstärken, wurden die Kollagenschwämme dehydrothermal vernetzt 
(exakte Angaben zum Vakuum und Temperaturverlauf sind dem Verfasser aus Geheim-
haltungsgründen nicht bekannt).  
 
 
3.1.1.2  Physikalisch-chemische Charakterisierung nach Herstellerangaben 
 
Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Kollagenmatrices (Typ Matristypt, Produk-
tionscharge L226911) sind vom Hersteller durch die in Tabelle 3 aufgeführten Prüfpunkte 
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spezifiziert. Die hierfür verwendete Probe in DIN A 4-Größe war unsteril und hatte eine 
Schichtdicke von 2 mm. 
Die angewandten Testmethoden für die In-Prozeß- wie auch Produkt-Freigabeunter-
suchungen entsprechen den Anforderungen nach § 35 Lebensmittel- und Bedarfsgegen-
stände Gesetz und dem Europäischen Arzneibuch (Pharm. Eur. 2002). 
Tabelle 3: Physikalisch-chemische Analyse der Kollagenschwämme Typ Matristypt (Charge L 226911) nach 
Herstellerangaben. Unsterile Prüfprobe im DIN A 4-Format, Schichtdicke 2 mm. 
Prüfpunkt Richtspezifikation Charge L 226911 
Restfeuchte [%] < 18 < 14 
Absinkzeit [s] < 180    102 
Reißfestigkeit [cN/mm] > 80,0    108,9 
DSC [°C]     48,4 
Kollagengehalt [%]     92 
 
 
3.1.1.3  Sterilisation der Kollagenmatrices 
 
Die vom Hersteller gelieferten Proben waren zur Hälfte γ-sterilisiert und unsteril. Letztere 
wurden z.T. für bestimmte Untersuchungen dieser Studie mittels Wasserstoffperoxid 
Plasma-sterilisiert. Ziel der Sterilisation ist, Bakterien, Sporen und Viren auf einem 
Medizinprodukt, Biomaterial oder Implantat abzutöten (TYAN et al. 2003), so daß keine 
Gefahr für den Patienten existiert und bestehende Vorschriften (z.B. Medizinprodukte-
gesetz) erfüllt werden. 
Es wird zwischen physikalischen und chemischen Sterilisationsmethoden unterschieden. 
Physikalische Verfahren sind z.B. γ-Bestrahlung und Gas-Plasma-Sterilisation. Chemisch 
können Biomaterialien z.B. mit Ethanol desinfiziert werden. 
Bei der γ-Sterilisation wird die energetische γ-Strahlung aus 60Co-Strahlenquellen 
eingesetzt. Das Verfahren ist international normiert (ISO 11137) und hinterläßt keine 
toxischen Rückstände (KHOR 1997, NOAH et al. 2002, TYAN et al. 2003). Die Kollagen-
schwämme wurden nach Herstellerangaben mit einer γ-Strahlendosis zwischen 24,9 kGy 
(minimal) und 26,7 kGy (maximal) bestrahlt. 
Bei der Plasma-Sterilisation handelt sich um eine Niedrig-Temperatur-Sterilisation, bei 
der biologische Organismen durch Begasung mit ionisiertem Gas (Plasma) deaktiviert 
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werden. Die Sterilisation erfolgt bei Temperaturen unter 50 °C und ist daher für 
temperaturempfindliche Materialien gut geeignet. Die Plasma-Sterilisation der Kollagen-
schwämme wurde in der Zentralsterilisation des Universitätsklinikums Aachen mit 
Wasserstoffperoxid (H2O2) durchgeführt. 
 
 
3.1.1.4  Modifizierung der Kollagenmatrices  
 
Probenstücke aus der Ober-, Mittel- und Unterschicht der unsterilen Kollagenschwämme 
wurden vom Institut für Biochemie, Universitätsklinikum Aachen, chemisch modifiziert. 
Die Modifizierung der Kollagenschwämme erfolgte in Anlehnung an die Technik von 
WISSINK et al. (2001) in der von YAO (2003) abgeänderten Form. Dabei wurden mittels 
EDC/NHS quervernetzt (Abkürzung E). Mit EDC/NHS vernetzte Matrices ohne Heparin-
Zusatz (H) sind mit der Kennung H0E1 bezeichnet. Schwämme, bei denen Heparin 
zusätzlich dem Reaktionsgemisch beigesetzt wurden, tragen die Kennung H1E1. Matrices, 
die nicht in das Reaktionsgemisch eingetaucht wurden, aber den anschließenden 
Auswaschprozeß durchlaufen haben, tragen die Kennung H0E0. 
Durchführung: Für die Herstellung von H1E1-Schwämmen wurden zunächst 1 mg 
Heparin mit 1 mg EDC und 0,6 mg NHS in 500 µl MES-Puffer (0,05 M) bei pH 5,6 für 
10 min gerührt. Anschließend sind Kollagenschwämme (Kantenlänge 1 cm) in das Reak-
tionsgemisch eingetaucht, für 2 min evakuiert und unter leichtem Schütteln für weitere 4 h 
in dem Gemisch inkubiert worden. Die Schwämme wurden anschließend gewaschen, um 
das Reaktionsgemisch zu entfernen: 
(1) Reaktionsgemisch entfernen, 
(2) Schwämme für 2 h in Na2H2PO4 (0,1 M) einlagern und absaugen, 
(3) Schwämme in NaCl inkubieren (4x innerhalb 24 h) und absaugen, 
(4) Schwämme in A. dest. einlagern (5x innerhalb 24 h) und absaugen. 
Um die Matrices in Zellkulturversuchen einsetzen zu können, muß die Sterilität der Proben 
gewährleistet sein. Dazu sind die Materialien nach dem Auswaschen des Reaktions-
gemisches für ca. 24 h bei RT in 70 %igen Alkohol eingelegt worden. Vor dem Einsatz in 
Zellkultur wurde der Alkohol aus dem Probenmaterial entfernt: 
(1) Alkohol absaugen, 
(2) Proben für 2x 3 h in PBS einlagern und absaugen, 
(3) Proben für 2x 3 h in A. dest. einlagern und absaugen. 
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Für eine bessere Vergleichbarkeit der durch die Modifikation feuchten Schwämme mit den 
von der Firma Dr. Suwelack Skin & Health Care AG gelieferten, trockenen Matrices, 
wurden drei verschiedene Verfahren zur Trocknung getestet: 
Verfahren 1: Schwämme 30 s in A. dest. tauchen, dann über Nacht bei -80 °C einfrieren 
und anschließend gefriertrocknen, 
Verfahren 2: Schwämme 30 s in A. dest. tauchen, anschließend bei RT trocknen, 
Verfahren 3: Schwämme 30 s in A. dest. tauchen, darauffolgend bei 37 °C im Wärme-
schrank trocknen. 
Alle Alternativen führten zu unbefriedigenden Ergebnissen (s. Kap. 4.3.2). Daher wurden 
nachfolgend die Schwämme vor Zugabe der Zellsuspension 2 h in dem Komplettmedium 
der jeweiligen Zellkultur inkubiert (Medium-feuchter Zustand). 
 
 
3.1.2  Zellkultursysteme, Versorgung, Subkultivierung und Pflege 
 
3.1.2.1  Zellkultursysteme  
 
In der vorliegenden Studie wurden hinsichtlich in vitro-Zytotoxzitätsprüfungen und Pro-
liferationsuntersuchungen drei unterschiedliche Zellkulturen tierischer Herkunft verwendet 
(L929-Mausfibroblasten, GM7373-bovine Endothelzellen und PC12-neuroektodermale 
Zellen). Ihre Eigenschaften sowie deren Kultivierung werden nachfolgend beschrieben. 
 
L929-Zellkultur (Fibroblasten-Zellinie) 
Die permanente Zellinie L929 (Zelltyp: Mausfibroblasten) stammt aus normalem, 
areolarem und adipotischem Gewebe einer männlichen C3H/An-Maus. Der Zellstamm L 
wurde von EARLE et al. (1943) generiert und der Klon L929 als erste Zellinie des Stammes 
durch SANFORD et al. (1948) etabliert. Die Zellinie wird seit Jahrzehnten von vielen 
Arbeitsgruppen eingesetzt. Normalparameter wie z.B. Morphologie und Mitoseaktivität 
sind bekannt. L929-Zellen sind einfach zu kultivieren und werden für Zytotoxizitätstests 
routinemäßig eingesetzt. Die Versuche zeichnen sich durch reproduzierbare Ergebnisse 
aus. Die L929-Zellkultur ist ein sensibles in vitro-Testsystem für die Bioverträglichkeits-
prüfung von Materialien.  
Material und Methoden 
34 
Kultivierung: Die adhärenten L929-Zellen wachsen als Monolayer und teilen sich unter 
optimalen Bedingungen alle 24 Stunden. Das Komplettmedium ist RPMI 1640 mit den 
Zusätzen 1,6 % L-Glutamin, 5 % NCS (v/v), 0,8 % Pen./Strep., 1 % Bufferall. Für die 
Kultivierung werden die Zellen in Kulturgefäßen, Typ T75, aufbewahrt.  
 
GM7373-Zellkultur (Endothel-Zellinie) 
Die permanente Zellinie GM7373 ist von GRINSPAN et al. (1983) aus Endothelzellen eines 
männlichen bovinen Fetus der 24. Schwangerschaftswoche gewonnen worden. Die Kultur 
stammt aus dem Aorta-Gefäßendothel, das in vitro mit Benzo(a)pyren transformiert wurde.  
Kultivierung: Die Zellen wachsen adhärent als Multilayer und teilen sich unter optimalen 
Kulturbedingungen alle 30 – 60 Stunden. Das Komplettmedium besteht aus MEM EAGLE 
mit EARLE`s Balanced Salt Solution und den Zusätzen 25 % NCS, 1 % MEM Vitamine, 
1 % nicht essentielle Aminosäuren, 1,6 % L-Glutamin, 0,8 % Pen./Strep., 1 % Bufferall. 
 
PC12-Zellkultur (neuroektodermale Zellinie) 
Die Zellinie vom Stamm PC12 wurde 1976 aus einem transplantierten Rattennebennieren-
phäochromozytom kultiviert. Die permanenten Zellen bauen Katecholamine auf (Dopamin, 
Norepinephrin). Durch Zugabe des Wachstumsfaktors NGF (neuronal growth factor) konn-
ten TISCHLER et al. (1976) sowie LEVI et al. (1985) einen reversiblen Neuronenphänotyp 
induzieren.  
Kultivierung: Morphologisch bildet die PC12-Kultur kleine Zellhaufen, die nur schlecht 
auf Wachstumsunterlagen aus Kunststoff haften. Es werden deshalb mit Collagen S 
beschichtete Kulturflaschen verwendet, damit die Zellen adhärieren und zu höherer Dichte 
wachsen können. Unter optimalen Bedingungen teilen sich die Zellen alle 48 Stunden. 
Kulturmedium ist RPMI 1640 mit den Zusätzen 6 % NCS (v/v), 12 % HS (v/v), 0,8 % 
Pen./Strep., 1 % Bufferall. 
 
 
3.1.2.2  Versorgung der Zellkultursysteme 
 
Die Versorgung der Zellen dient der Erhaltung der Kultur und Vermehrung der Zellen. In 
einem geschlossenen Kultursystem verbrauchen die Zellen die Bestandteile des Kultur-
mediums. Das führt zu einer Akkumulation von Stoffwechselprodukten, abgestorbenen 
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Zellen bzw. Zellresten im Medium. Deshalb ist ein regelmäßiger Austausch des Kultur-
mediums (48 bis 72 Stunden) erforderlich. Die Arbeitsschritte für die Versorgung einer 
Kultur sind für die Zellinien L929, GM7373 und PC12 identisch. Für jede Zellinie wurde 
das jeweilige Komplettmedium verwendet (Kap. 3.1.2.1). 
Durchführung: Die Zelldichte in einer Kulturflasche wurde lichtmikroskopisch alle 48 h 
beurteilt. War sie semikonfluent (Dichte nicht größer als 150 Zellen pro mm2), sind die 
Zellen mit neuem Medium versorgt worden. Das verbrauchte Medium wurde dazu mittels 
Absaugpumpe aus der Zellkulturflasche entfernt und 10 ml frisches Medium wieder in die 
Kulturflasche gegeben. Die Kulturflaschen sind unter Angabe des Zelltyps und 
fortlaufenden Datums der Versorgung gekennzeichnet und in einem Begasungsbrutschrank 
bei 37 °C und 5 % CO2-Gehalt inkubiert worden. Alle Arbeitsschritte verliefen grund-
sätzlich unter sterilen Bedingungen (Sterilbank). Lag eine Zelldichte größer 150 Zellen pro 
mm2 vor, wurden die Zellen subkultiviert (Kap. 3.1.2.3). 
 
 
3.1.2.3  Subkultivierung adhärenter Zellen 
 
Die Arbeitsschritte zur Subkultivierung von Zellen (Passage) sind identisch für die Zell-
typen L929-Fibroblasten, GM7373-Endothelzellen und PC12-Zellinie. Für jede Zellinie ist 
das jeweilige Komplettmedium verwendet worden. Die Zellinien L929 und GM7373 
wurden in unbeschichteten T75-Kulturflaschen kultiviert, PC12-Zellen in Kulturflaschen 
des gleichen Typs, jedoch mit Collagen S-Beschichtung. 
Die in Kultur gehaltenen Zelltypen L929 und PC12 wachsen in Kulturgefäßen unter 
optimalen Kulturbedingungen zu einem konfluenten Zellrasen. Ist der Zustand der 
Konfluenz erreicht, teilen sich die Zellen aufgrund von Platz- und Mediummangel nicht 
weiter. Nach dieser Stagnationsphase folgt die Absterbephase. Um das Absterben zu 
verhindern und die Zellkultur vermehren zu können, ist die Zellkultur vor der Konfluenz 
auf mehrere Kulturgefäße passagiert worden. 
Die Zellen wurden je nach Zellwachstum alle 3 bis 7 Tage in einem Verhältnis von 1:2 
oder 1:3 passagiert. Zum Herstellen einer Subkultur wurde das verbrauchte Medium aus 
der Zellkulturflasche mittels Absaugvorrichtung entfernt. Die Kultur ist mit 10 ml 150 mM 
PBS in der Kulturflasche gewaschen und der Phosphatpuffer nach kurzem Schwenken der 
Flasche wieder abgesaugt worden. So konnten Reste von Medium und Serum entfernt 
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werden, da die hohe Konzentration des Serums die Wirksamkeit der Protease Trypsin 
herabsetzt. Pro Kulturflasche wurden 2 ml der Trypsin-EDTA-Lösung auf dem Zellrasen 
verteilt (Trypsinierung) und die Kultur für 2 min im Brutschrank inkubiert. Trypsin spaltet 
bestimmte Peptidbindungen von Proteinen und sorgt so für das Ablösen der Zellen von der 
Wachstumsunterlage und von benachbarten Zellen. Nach der Inkubationszeit erfolgte eine 
lichtmikroskopische Kontrolle unter einem inversen Durchlichtmikroskop, bis sich die 
Zellen abkugelten und von der Wachstumsunterlage ablösten. Unterstützend wurde die 
Kulturflasche vorsichtig gegen die Handinnenfläche geschlagen, um die Zellen vollständig 
von der Unterlage abzulösen. Die Trypsin-Zellen-Suspension wurde in 8 ml Zellkultur-
medium aufgenommen (das Medium verdünnt das restliche Trypsin und stoppt dessen 
Aktivität.), in ein Zentrifugenröhrchen gegeben und für 5 Minuten mit 1100 U/min bei RT 
zentrifugiert. Der Suspensionsüberstand wurde verworfen, das Zellsediment in 5 ml 
Medium vorsichtig resuspendiert und die Zellsuspension mit Medium auf 20 ml (für 1:2 
Teilung) bzw. auf 30 ml (für 1:3 Teilung) aufgefüllt und auf neue Kulturflaschen verteilt. 
Das Medium ist nun alle 48 – 72 Stunden gewechselt worden, bis die Zelldichte nahezu 
Konfluenz erreichte. 
Die Zellen der bovinen Endothelzellkultur GM7373 bilden im Gegensatz zur L929- und 
PC12-Kultur unter optimalen Kulturbedingungen einen Zellmultilayer. Bei Kontakt der 
Zellen untereinander tritt keine Wachstumsinhibition auf, so daß es zur Ausbildung eines 
mehrzellschichtigen Zellrasens kommt. Die Versorgung der GM7373-Zellen mit frischem 
Kulturmedium oder Passage erfolgt dennoch wie bei L929- und PC12- Zellen alle 48 h.  
 
 
3.1.2.4  Pflege der Zellkultursysteme 
 
3.1.2.4.1 Test der Zellkulturen auf Sensibilität 
 
Zellinien, die für Biokompatibilitätsuntersuchungen benutzt werden, dürfen durch Passage 
und Dauer der Kultivierung nicht mutieren. Eine Veränderung des Wachstumsverhaltens 
oder eine verminderte Empfindlichkeit der Zellen gegenüber toxischen Substanzen, würde 
das Ergebnis der Zytotoxizitätstests verfälschen. Daher muß die gleichbleibende Sensibili-
tät der Zellkultur gewährleistet sein. Der Test der Zellkulturen auf Sensibilität ist identisch 
für L929-, GM7373- und PC12-Zellen und wurde monatlich durchgeführt. 
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Durchführung: Die Sensibilität der Zellinien ist anhand von Kontrollkulturen und 
Prüfkulturen unter EtOH-Einfluß getestet worden. Die Referenzen sollten 95 % vitale 
Zellen mit 5 % Mitosen (Telophasen) enthalten. In den Prüfkulturen müssen nach EtOH-
Inkubation 100 % der Zellen abgetötet sein. Treten bei letztgenanntem Ansatz vitale Zellen 
auf, ist die Sensibilität zu gering und die Kulturen für den weiteren Gebrauch nicht 
geeignet. Es muß eine frische Kultur aus aufgetauten Zellen angesetzt werden. 
 
 
3.1.2.4.2 Test der Zellkulturen auf Mycoplasmen 
 
Eines der Hauptprobleme in der biologischen Forschung sind Mycoplasmen, da sie die 
Zellkulturen kontaminieren. Dadurch kann es beispielsweise zu Veränderungen des Stoff-
wechsels, des Wachstums, der Lebensfähigkeit und der Morphologie kommen. Experi-
mente mit kontaminierten Zellkulturen führen zu falschen Ergebnissen und sind nicht 
reproduzierbar. Da eine Mycoplasmen-Infektion visuell nicht zu erkennen ist, müssen alle 
Zellkulturen regelmäßig (alle 6 Monate) daraufhin untersucht werden. Zum Nachweis der 
am weitest verbreiteten Mycoplasmen/Acholeplasmen-Spezies in Zellkultur (Mycoplasma 
arginini, M. hyorhinis, M. orale und Acholeplasma laidlawii) dient der Enzym-Immuno-
assay. Er basiert auf der ELISA-Technik und beinhaltet den Einsatz polyklonaler 
Antikörper. Der Mycoplasmen-Test wurde gemäß Herstellerangaben durchgeführt. 
 
 
3.1.2.4.3 Gefrierkonservierung der Zellkulturen 
 
Die Arbeitsschritte zum Einfrieren und Auftauen von Zellen sind identisch für die Zell-
typen L929-Fibroblasten, GM7373-Endothelzellen und PC12-neuroektodermale Zellinie. 
Für jede Zellinie wurde das entsprechende Komplettmedium verwendet. 
Einfrieren von Zellen: Die Zellen sind zunächst durch Trypsinierung in Suspension 
gebracht worden. Diese wurde bei 1100 U/min für 5 min zentrifugiert, die Zellen dadurch 
absedimentiert. Der Überstand wurde dekantiert und das zellhaltige Sediment in 1,5 ml 
kaltem Medium resuspendiert. Jedes Kryoröhrchen ist mit 0,5 ml Zellsuspension + 0,5 ml 
Einfriermedium bestückt worden. Die Röhrchen sind anschließend für 30 min bei 4 °C im 
Kühlschrank, 1 h bei -20 °C im Gefrierschrank und über Nacht bei -80 °C im Tiefkühl-
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schrank gekühlt worden. Zum Schluß wurden sie in flüssigem Stickstoff (-196 °C) 
gelagert. Kryostatische Zellkulturen können in flüssigem Stickstoff über viele Jahre 
aufbewahrt werden. 
Auftauen von Zellen: Das Kryoröhrchen mit Zellen wurde in ein Wasserbad (37 °C) 
gestellt, bis die Probe aufgetaut und temperiert war. Die Zellen wurden in 10 ml vorge-
wärmtem Kulturmedium aufgenommen, in ein Zentrifugenröhrchen (50 ml) überführt und 
bei 1000 U/min für 5 - 10 min zentrifugiert. Der Überstand mit dem Kryoprotektivum 
wurde dekantiert, das Zellsediment in 5 ml vorgewärmtem Medium resuspendiert und in 
einer T75-Kulturflasche ausgesät. 
 
 
3.1.2.4.4 Zellzahlbestimmung mittels NEUBAUER-Zählkammer 
 
Vor dem Einsatz der Zellkulturen in in vitro-Versuchen muß eine definierte Zelldichte in 
der Suspension eingestellt werden, damit die Versuche untereinander vergleichbar sind. 
Dazu wurde zunächst die Zellzahl mit Hilfe der NEUBAUER-Zählkammer bestimmt. Dabei 
handelt es sich um eine Glasplatte in Objektträgergröße, in deren Mitte sich zwischen zwei 
tiefen Querrillen auf einem Mittelsteg Zählnetze (nach NEUBAUER) befinden (Abb. 9 I). 
 
Abb. 9: Zählkammer nach NEUBAUER (I), Aufteilung des Zählnetzes in Groß- und Kleinquadrate (II), Ver-
meidung von Doppelzählungen (III) durch Ausschluß der grau dargestellten Zellen je Kleinquadrat. 
 
Durch ein fest auf die Seitenstege gepreßtes, planparallel geschliffenes Deckglas entsteht 
über dem mittleren Steg ein Freiraum von 0,1 mm Höhe zur Aufnahme der Zellsuspension. 
Die Kantenlänge eines Zählnetzes beträgt 3 mm, entsprechend eine Fläche von 9 mm2. Das 
Netz ist in 9 Großquadrate mit je 1 mm2 Fläche unterteilt (Abb. 9 II). Diese sind wiederum 
in 16 Kleinquadrate aufgeteilt. Um eine Zelldichte definierter Größe zu erhalten, wurde ein 
Tropfen der Zellsuspension mit einer Pasteurpipette unter das Deckglas gegeben. Die Sus-
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pension zieht sich adhäsiv unter das Deckglas in den Freiraum. Für die Bestimmung der 
Zellzahl sind nun die Zellen in den vier großen Eckquadraten (A, B, C, D) per Mikroskop 
ausgezählt und der Mittelwert errechnet worden. Doppelzählungen an den Rändern der 
Kleinquadrate innerhalb von A – D wurden vermieden, indem Zellen, die auf der 
jeweiligen linken und unteren Begrenzungslinie lagen (Abb. 9 III), ignoriert wurden. Die 
gemittelte Zellzahl ist mit 104 sowie dem Verdünnungsfaktor der Zellsuspension 
multipliziert worden, um die Zellzahl pro ml zu erhalten. 
 
 
3.2  Methoden 
 
3.2.1  Qualitative und quantitative Analyse des Zellbildes 
 
3.2.1.1 Vitalfärbung in Zellkultur 
 
Zur Vitalitätsfärbung der Zellkulturen ist eine Färbelösung verwendet worden, die aus 
gelöstem Fluoresceindiacetat (FDA) und Propidiumiodid (Pi) besteht. 
Färbeprinzip: FDA ist eine lipidlösliche, nicht fluoreszierende Substanz. Sie wird jedoch 
von membrangebundenen Esterasen vitaler Zellen hydrolysiert und es entsteht das 
leuchtend grün fluoreszierende Fluorescein. Bei geschädigten Zellen ist die Membran-
integrität deutlich herabgesetzt. Das größere Molekül Propidiumiodid (Pi) kann durch die 
geschädigte Membran in das Zellinnere gelangen. Es lagert sich dort an DNA und RNA an 
und färbt tote und stark geschädigte Zellen (Zellkerne) rot an. Vitale Zellen lassen Pi nicht 
oder nur sehr verzögert die Membran durchdringen. 
Durchführung: Das zu färbende Probenmaterial (Zellen auf Glasrhonden oder mit Zellen 
besiedelte Schwämme, s. Kap. 3.2.2 und 3.2.4) wurde mittels Pinzette den Wells der MTP 
entnommen und auf einem Glasobjektträger plaziert (bei Glasrhonden sind TCAB-
beschichtete Träger zu verwenden, um die Rhonden zu fixieren). Anschließend ist jede 
Probe für 30 s mit 2 Tropfen der (FDA+Pi)-Vitalfärbelösung bedeckt worden. Die Lösung 
wurde dekantiert und die gefärbten Proben unmittelbar unter dem Mikroskop (Polyvar) 
untersucht und fotografiert. Im Anschluß daran sind die Proben in Formalin fixiert worden. 
Beurteilungsparameter der Vitalfärbung waren: 
• Zellvitalität bzw. Zelltod 
• Hemmung des Zellwachstums/Zelldichte 
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• Zellproliferation/Zellteilung 
• Zellspreading (Zellausbreitung) 
 
 
3.2.1.2  Hämalaunfärbung in Zellkultur 
 
Mit Hilfe des Farbstoffes Hämalaun können zelluläre Strukturen wie z.B. Zellkern und 
Zytoplasma angefärbt werden. Die Färbung gibt Aufschluß über die Morphologie der 
Zellen.  
Färbeprinzip: Hämalaun färbt im alkalischen Milieu basophile Strukturen wie Zellkerne 
intensiv blau, indem sich das positiv geladene Hämalaun mit Phosphatgruppen der 
Nukleinsäuren des Chromatin verbindet. Das Zytoplasma erscheint nur schwach graublau. 
Durchführung: Die nach Vitalfärbung fixierten Proben wurden für 10 min mit Hämalaun-
Lösung (nach MAYER) gefärbt und 20 min in warmem Leitungswasser gebläut. Nach 
Lufttrocknung ist das Zellbild lichtmikroskopisch untersucht und fotografiert worden. 
Beurteilungsparameter der Hämalaunfärbung sind: 
• Abgrenzung von Zellkern und Zytoplasma 
• Flächenverhältnis von Zellkern zu Zytoplasma 
• Abgrenzung des Zytoplasmas durch die Zellmembran 
• Vakuolisierung oder Einschlüsse 
 
 
3.2.1.3 Bestimmung der Stoffwechselaktivität (XTT-Test) 
 
Der XTT-Test ist ein nicht-radioaktiver, colorimetrischer Assay, der auf der Umsetzung 
des Tetrazolium-Salzes XTT in Formazan ausschließlich durch stoffwechselaktive Zellen 
basiert. Zellproliferation und -aktivität können quantitativ bestimmt werden. Eine 
Erstbeschreibung des Tests wird von SCUDIERO et al. (1988) gegeben. Der Test ist eine 
Alternative zum BrdU-Test und zum radioaktiven [3H]-Thymidin-Tests. 
Meßprinzip: Das gelbliche Tetrazolium-Salz XTT wird durch mitochondriale Dehydro-
genasen in das orangefarbene Formazan umgesetzt. Das Stoffwechselprodukt ist wasser-
löslich und wird von den Zellen direkt in das Kulturmedium abgegeben. Je größer die 
Anzahl stoffwechselaktiver Zellen ist, desto höher ist die Farbstoffkonzentration im 
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Mediumüberstand. Da Dehydrogenasen nur in lebenden Zellen aktiv sind, ist die Umwand-
lung von XTT ein Maß für die Viabilität der Zellen (MOSMANN 1983).  
Durchführung: Der colorimetrische Assay beinhaltet zwei Reagenzien (XTT labeling 
reagent, Electron-coupling reagent), die bei 37 °C nach Herstellerangaben im Verhältnis 
50:1 (v/v) direkt vor der Anwendung gemischt worden sind. L929-Zellkulturen wurden, 
wie in Kap. 3.2.2.1 beschrieben, vorbereitet. Zur Bestimmung der Stoffwechselaktivität der 
Zellen im Materialextrakttest ist das Zellkulturmedium aus den 24er MTP entfernt, und die 
Zellen mit PBS gewaschen worden. Danach wurden 500 µl des Reagenziengemisches in 
jedes besiedelte Well der MTP gegeben, und die Zellkultur anschließend für eine Stunde 
im Brutschrank inkubiert. Der Flüssigkeitsüberstand wurde vor Entnahme mittels Pipette 
mehrmals aufgenommen, um eine gleichmäßige Verteilung des Farbstoffes zu gewähr-
leisten. Aus jedem Well sind mit einer Pipette 100 µl des Flüssigkeitsüberstandes ab-
genommen und in je ein Well einer 96er MTP überführt worden. Im Anschluß wurde die 
Stoffwechselaktivität durch Absorption mittels ELISA-Reader bei einer Meßwellenlänge 
von 490 nm colorimetrisch bestimmt. 
In einem zweiten Ansatz ist die Stoffwechselaktivität von Zellen im direkten Zell/ 
Material-Kontakt bestimmt worden. Trockene Kollagenschwämme der Schichten 02, 06 
und 12 (Kantenlänge 1,5 cm) wurden in Wells von 12er MTP plaziert und mit einem 
Glasring beschwert, damit sie nicht aufschwammen. Anschließend wurden von 2 ml L929-
Zellsuspension (80.000 Zellen pro ml) auf die Oberfläche der Schwämme gegeben. Nach 
3-tägiger Verweildauer im Begasungsbrutschrank ist das Zellkulturmedium entfernt 
worden. Die Schwämme wurden entnommen und jeweils in den Wells einer neuen 12er 
MTP plaziert. Im Anschluß wurden 1000 µl des XTT-Reagenziengemisches zugegeben 
und die Zellkulturplatte während der Inkubationszeit mehrmals vorsichtig geschwenkt. Die 
weitere Bearbeitung nach Inkubation erfolgte wie oben beschrieben.  
 
 
3.2.1.4  Proteinbestimmung des Proteingehaltes (BRADFORD-Assay) 
 
Zur Quantifizierung des Proteingehaltes wurde von BRADFORD (1976) ein Assay ent-
wickelt. Die Proteinmenge von Zellkulturen, die einem Extrakt eines Prüfmaterials aus-
gesetzt waren, im Vergleich zur Proteinmenge von Kontrollkulturen ist ein quantitatives 
Kriterium zur Beurteilung von Zellproliferation, Mitoseaktivität und Hemmung. 
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Meßprinzip: Die Proteinbestimmung liefert Ergebnisse hinsichtlich der stoffwechsel-
beeinflussende Wirkung von Prüfmaterialextrakten auf Zellkulturen. Beurteilungskriterium 
ist die Differenz zwischen der Menge des synthetisierten Zellproteins in den Kontroll- und 
Prüfkulturen.  
Kontrollkulturen zeigen eine ihrem logarithmischen Wachstum entsprechende Zunahme 
des Proteingehalts. Der Proteingehalt der Kontrollkultur entspricht nach 24-stündiger 
Inkubation 100 %. Bei Zellkulturen, die einem Extrakt des Prüfmaterials ausgesetzt waren, 
können die Proteingehalte deutlich unter dem Referenzwerte liegen. Wirkt der Material-
extrakt leicht toxisch, ist die Mitoseaktivität der Zellkultur verringert. Die Kultur weist 
eine reduzierte Zelldichte und einen entsprechend geringeren Proteingehalt auf. Wirkt der 
Extrakt stark toxisch, so daß die Prüfkultur sofort abstirbt, so ist trotzdem noch ein 
verringerter Proteingehalt im Vergleich zur Kontrolle nachzuweisen. Der Grund dafür ist, 
daß der Assay quantitativ den Gesamtproteingehalt einer Zellkultur, d.h. auch detektierbare 
Aminosäurereste des toten Zellmaterials (Zelltrümmer) erfaßt. 
Durchführung: Das Probenmaterial ist wie in Kap. 3.2.2.1 beschrieben präpariert und 
Prüfkulturen mit einem Extrakt des Probenmaterials kultiviert worden. Anschließend 
erfolgte die Bestimmung des Proteingehaltes nach BRADFORD. Dazu wurde das Zellkultur-
medium aus den Wells abgesaugt und die Wells mit PBS gewaschen. Jedes Well wurde 
mit 0,5 ml NaOH (0,5 M) versetzt und 24 h bei Raumtemperatur geschüttelt. Das Protein 
wird dabei alkalisch hydrolysiert. Aus den einzelnen Wells wurden jeweils 300 µl 
entnommen und mit 1,7 ml BRADFORD-Reagenz gemischt. Nach 3 min ist die Extinktion 
bei 595 nm gegen eine Referenzprobe aus 0,3 ml NaOH (0,5 M) + 1,7 ml BRADFORD-
Reagenz photometrisch bestimmt worden. Als Kontrolle dienten L929-Zellkulturen 24 h 
nach Aussaat in drei Wells von 24er MTP ohne Kontakt zum Prüfprobenextrakt. 
 
 
3.2.1.5  Bestimmung der Zelldichte  
 
Die computergestützte, quantitative Analyse des Zellbildes ist mit der Bildverarbeitungs-
software analySIS® durchgeführt worden. Für die Bestimmung der Zelldichte und des 
Anteils lebender und toter Zellen wurden vitalgefärbte (s. Kap. 3.2.1.1) Zellkulturen 
verwendet. Mit Hilfe einer Digitalkamera sind von jeder Kultur drei repräsentative Bilder 
(Fläche je Bild ca. 1 mm2) aufgenommen worden. Anschließend wurden die einzelnen 
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Bilder unter Verwendung speziell programmierter Ausschluß-Algorhythmen und Filter 
automatisch ausgewertet.  
 
 
3.2.2  Biologische Charakterisierung der Matrices 
 
Die biologische Charakterisierung umfaßte Prüfungen auf Zytotoxizität der kollagenen 
Matrices nach γ- und Plasma-Sterilisation sowie des Modellproteins Insulin in Zellkultur. 
Die Zellkultur gilt als ein sensibles System mit hoher Nachweisempfindlichkeit hinsicht-
lich zellwachstumsbeeinflussender Faktoren (MÜLLER-LIERHEIM und PLANEGG 1988). 
Über die in vitro-Kultur kann die Wirkung von Biomaterialien bestimmt werden, die sich 
von akuter Zytotoxizität über graduierte Wachstumshemmung bis nicht-toxisch erstrecken 
kann (BRAUNER et al. 1988). Prüfungen auf Zytotoxizität sind in der Normenfamilie DIN 
EN ISO 10993 zur biologischen Beurteilung von Medizinprodukten zusammengefaßt. 
Die in vorliegender Arbeit durchgeführten Untersuchungen erfolgten auf Grundlage der 
Normen DIN EN ISO 10993 Teil 5 (Prüfungen auf in vitro-Zytotoxizität) und Teil 12 
(Probenvorbereitung und Referenzmaterialien). Sie beschreiben den für die biologische 
Produktprüfung verwendeten Extraktionstest (vgl. Kap. 5.1.4.1). Vom Prüfmaterial - in der 
vorliegenden Studie waren das verschiedene Kollagenmatrices und der Wirkstoff Insulin - 
wurde ein Extrakt hergestellt und auf Zellkulturen appliziert. Nach definierter Verweil-
dauer in vitro wurde der Zustand der Kulturen begutachtet um festzustellen, ob zellwachs-
tumsbeeinflussende Stoffe aus dem Prüfmaterial im Probenextrakt gelöst waren.  
Es wurde zwischen Kontroll- und Prüfkulturen unterschieden. Kontrollkulturen waren 
Zellkulturen, die nur mit entsprechendem Zellkulturmedium versorgt wurden. Demgegen-
über waren Prüfkulturen über einen definierten Inkubationszeitraum einem Prüfproben-
extrakt ausgesetzt. Der Einfluß des zu prüfenden Materials auf die Zellkulturen ist anhand 
qualitativer und quantitativer Parameter bestimmt worden. 
Parameter 
qualitativ quantitativ 
Allgemeine Morphologie Zellvitalität/Zelltod 
Vakuolisierung Zelldichte 
Membranintegrität Proliferation, Zellteilung 
 Stoffwechselaktivität 
 Proteingehalt 
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Das Ergebnis aller untersuchten Parameter diente dazu, die Zytotoxizität des Prüfmaterials 
zu bewerten. In Anlehnung an DIN EN ISO 10993-5 wurden die Materialien nach dem 
Grad ihres zytotoxischen Einflusses eingeteilt in: 
Zytotoxizitätsskala Interpretation 
0 nicht zytotoxisch 
1 schwach zytotoxisch 
2 mäßig zytotoxisch 
3 stark zytotoxisch 
 
Zur Überprüfung des Probenmaterials in vitro wurde die in Teil 5 der Norm empfohlene 
Zellinie L929 (Mausfibroblasten) eingesetzt. Morphologie, Mitoseaktivität und Teilungs-
geschwindigkeit sind bekannt (ANDERHEIDEN 1992). Unter optimalen Kulturbedingungen 
verdoppelt (ca. 97 %) sich die Zellzahl innerhalb einer Inkubationszeit von 24 Stunden, ca. 
2 – 4 % der Zellen sterben innerhalb dieses Zeitraumes (ANDERHEIDEN 1992, GEBAUER-
HARTUNG et al. 1995). Die Ergebnisse zeichnen sich durch eine hohe Reproduzierbarkeit 
aus. 
 
Das logarithmische Wachstum der L929-Zellkulturen ist in Abbildung 10 dargestellt. 
Durch Materialextrakte kann das Wachstum der Prüfkulturen unterschiedlich beeinflußt 
werden. 
 
Abb. 10: Logarithmisches Zellwachstum 
von L929-Zellen. Zellkulturen ohne Kon-
takt zu Material mit zellwachstumsbeein-
flussender Wirkung verdoppeln sich 
innerhalb einer Inkubationszeit von 24 h. 
Das Zellwachstum von Kulturen mit Kon-
takt zu einem Prüfmaterialextrakt kann 
unterschiedlich beeinflußt werden (gradu-
ierte Wachstumshemmung). Im Extremfall 
wirkt der Extrakt auf eine Zellkultur stark 
zytotoxisch. Demgegenüber wirkt ein Ex-
trakt stimulierend, wenn die Zellzahl nach 
24 h Kontakt größer als die der Kontrolle 
ist. (nach ANDERHEIDEN 1992, verändert) 
 
Die wachstumsbeeinflussende Wirkung des Prüfmaterials auf Prüfkulturen wird im Ver-
gleich zu Kontrollkulturen graduiert in:  
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Stimulation - Die Zellen zeigen ein verstärktes Zellwachstum (Zellzahl > 100 %). 
Akzeptanz - Die Zellen zeigen ein gleiches Zellwachstum (Zellzahl = 100 %). 
Hemmung - Die Zellen zeigen ein vermindertes Zellwachstum (Zellzahl 50 - 100 %).
Stagnation - Die Zellen zeigen kein Zellwachstum (Zellzahl entspricht ausgesäter 
Dichte, Zellzahl = 50 %). 
Toxizität - Die Zellzahl verringert sich unter dem Probenmaterialeinfluß (< 50 %). 
 
 
3.2.2.1 Zytotoxizitätsuntersuchung γ-steriler Ausgangsmatrices 
 
Durchführung: Für die Überprüfung der Zellverträglichkeit eines Materialextraktes 
wurden die γ-sterilen Kollagenproben auf eine Größe von 1 cm Kantenlänge zugeschnitten 
und für 24 h bei 37 °C und 5 % CO2 im Begasungsbrutschrank in RPMI-Zellkulturmedium 
(1 ml Medium pro Probe) extrahiert. Gleichzeitig sind L929-Zellen in 24er MTP (mit Glas-
rhonden) im Brutschrank vorkultiviert worden. Nach 24 h wurde das RPMI-Medium aus 
den Mikrotiterplatten abgesaugt und die Materialextrakte in die semikonfluent besiedelten 
Wells (1 ml Extrakt pro Well, Kontrolle der Semikonfluenz per Lichtmikroskop) aufge-
tragen. Die Zellen wurden nun erneut für 24 h im Begasungsbrutschrank kultiviert. An-
schließend folgte die Vital- und Hämalaunfärbung der Kulturen. Als Negativ-Kontrolle 
dienten Glasrhonden, die unter denselben Kulturbedingungen besiedelt wurden. Statt des 
Extraktes wurde jedoch erneut RPMI-Zellkulturmedium zugegeben, das zuvor analog zum 
Materialextrakt für 24 h in den Begasungsbrutschrank gestellt wurde. Die Kontrollkultur 
wuchs ohne jeglichen Prüfmaterialeinfluß. 
 
 
3.2.2.2  Zytotoxizitätsuntersuchung Plasma-steriler Matrices 
 
Unsterile Kollagenmatrices aus der Mittelschicht (06) mit einer Größe von 1,5 cm2 sind 
von der Zentralsterilisation des Universitätsklinikums Aachen mit Wasserstoffperoxid 
Plasma sterilisiert worden. Ziel der Untersuchung war, den Einfluß des Materialextraktes 
Plasma-steriler Matrices auf das Wachstum von L929-Fibroblasten im Hinblick auf eine 
mögliche zytotoxische Wirkung zu untersuchen.  
Durchführung: Die sterilen Proben sind direkt nach Sterilisation in drei Gruppen (je vier 
Proben) aufgeteilt worden. Gruppe (1) ohne anschließende Entgasung in der Gefriertrock-
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nungsanlage, Gruppe (2) nach 4 Stunden und Gruppe (3) nach 16 Stunden Entgasung. Die 
sterilen Proben wurden in der vorgesehenen Sterilverpackung evakuiert, um kontinuier-
liche Sterilität zu gewährleisten. Von jeder der drei Gruppen wurde umgehend ein 
Materialextrakt für die Prüfung auf in vitro-Zytotoxizität hergestellt. In einem zweiten 
Versuchsansatz sind Plasma-sterilisierte Matrices ebenfalls in der Sterilverpackung 
belassen (analog zu Gruppe 1), aber für vier Monate bei RT gelagert worden. Anschlie-
ßend erfolgte der Extraktionstest. Herstellung und Zugabe des Materialextraktes sowie die 
Inkubation der Zellkulturen erfolgte wie in Kap. 3.2.2.1 beschrieben. 
 
 
3.2.2.3 Zytotoxizitätsuntersuchung des Insulins 
 
Insulin soll als ein möglicher Wirkstoff bei der Herstellung von Kollagenschwämmen in 
degradierbare Mikrosphären inkorporiert werden. Die Degradation der Sphären führt zur 
Freisetzung des Insulins. Aus diesem Grund war es wichtig, vorab durch in vitro-
Toxizitätstests zu bestimmen, ob Insulin ab einer bestimmten Konzentration einen Einfluß 
auf das Zellwachstum ausübt. 
Durchführung: Zur Herstellung des Materialextraktes wurde 1 mg pulverförmiges, bo-
vines Insulin in 1 ml L929-Zellkulturmedium suspendiert und für 24 h im Begasungsbrut-
schrank inkubiert. Anschließend wurden von der Stammlösung 5 Verdünnungsstufen (10-1, 
10-2, 10-3, 10-4 und 10-5 mg Insulin/ml Medium) durch erneute Zugabe des Mediums her-
gestellt. Je 1 ml jeder Verdünnung wurde in MTP mit L929-Zellen vorkultivierten 
Glasrhonden appliziert und erneut inkubiert (Kap. 3.2.2.1). Nach 24 h sind die Kulturen 
vital- und anschließend hämalaungefärbt worden. 
 
 
3.2.3  Physikochemische Charakterisierung der Matrices 
 
3.2.3.1  Bestimmung geometrischer Parameter 
 
Die oberflächliche Porenstruktur ist an γ-sterilen Kollagenschwämmen der Schichten 02, 
04, 06, 08, 10 und 12 mit Hilfe elektronenmikroskopischer Aufnahmen (ESEM) doku-
mentiert worden. Zusätzlich wurden die geometrischen Parametern der Poren von Matrices 
einer Ober-, Mittel- und Unterschicht (02, 06, 12) mittels ESEM bestimmt. Alle Schichten 
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stammen aus einer ursprünglich 20 mm dicken Kollagenplatte (Kap. 3.1.1.1). Die 
Untersuchung der verschiedenen Schichten gibt Auskunft über mögliche Veränderungen in 
der Porengeometrie im vertikalen Verlauf der Platte. 
Durchführung: Trockene Matrices wurden mit Hilfe von Leit-Tabs auf Stiftprobenteller 
aufgeklebt und in einer Kathodenzerstäubungsanlage mit Gold bedampft (Schichtdicke ca. 
30 nm). Anschließend ist die Oberfläche der Schichten 02, 04, 06, 08, 10 und 12 bei 
einheitlicher Vergrößerung mittels ESEM fotografisch dokumentiert worden. Die Ober-
flächenaufnahmen der Schichten 02, 06 sowie 12 sind des weiteren mit Hilfe der Bild-
verarbeitungssoftware analySIS® und unter Anwendung verschiedener Filteroptionen 
quantitativ ausgewertet worden (zwei Aufnahmen bei Schicht 02 aufgrund einer zu 
geringen Porenanzahl, je eine bei 06 und 12). Parameter zur Bestimmung der Porengeo-
metrie waren Fläche, maximaler Durchmesser, Formfaktor der Poren sowie die Porosität 
der Oberfläche. Der Formfaktor (FF) ist eine Funktion der Fläche (A) und des Umfangs 
(U) und wurde nach Gleichung 1 berechnet. 
Formfaktor = 2U
A4π   (1) 
Er besitzt keine physikalische Einheit und gibt Auskunft darüber, wie stark die äußere 
Form eines Objektes von der Kreisform abweicht. Seine Werte liegen zwischen 0 und 1, 
wobei ein Kreis einen Wert von 1 annimmt. Für die Bestimmung der Porosität wurden die 
Oberflächenaufnahmen in ein binäres Schwarz/Weiß-Bild umgewandelt. Anhand der 
Anzahl schwarzer (Gesamtporenfläche) und weißer (Fläche des Kollagenfasergeflechts) 
Bildpunkte ist das Verhältnis der Flächen zueinander bestimmt worden. Die Porosität einer 
Matrix in % wurde nach Gleichung 2 berechnet. 
Porosität [%] = 100BildpunkteweißerAnzahl
BildpunkteschwarzerAnzahl •       (2) 
 
 
3.2.3.2  Bestimmung von Wasseraufnahmekapazität und Wasseranteil 
 
Die maximal mögliche Wasseraufnahme sowie der Wasseranteil in feuchten Matrices ist 
anhand der Schichten 02, 06 und 12 der γ-sterilen Ausgangsmatrix in A. bidest. bestimmt 
worden.  
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Durchführung: Je 5 γ-sterilisierte Kollagenschwämme der Ober-, Mittel- und Unter-
schicht (Kantenlänge ca. 1 cm, Dicke 0,1 cm) wurden einzeln bei RT für 30 Sekunden und 
fünf weitere Schwämme jeder Schicht für 1 Stunde in A. bidest. eingetaucht. Im Anschluß 
wurden die Matrices herausgenommen und alle für weitere 30 s an einer senkrechten 
Fläche fixiert, damit anhaftendes, nicht an die Matrixstruktur gebundenes Wasser abfließen 
konnte. Das Trockengewicht vor Einlagerung und die Feuchtgewichte sind per Analysen-
waage bestimmt worden. Die Wasseraufnahmekapazität [mg H2O/mg Kollagen] wurde aus 
dem Quotienten des jeweiligen Feucht- und Trockengewichts errechnet. Ferner ist der 
Wasseranteil in % des Feuchtgewichtes bestimmt worden. Die Berechnung (Gleichung 3) 
erfolgte in Anlehnung an PARK et al. (2002). 
Wasseranteil [%] = 100chtFeuchtgewi
ichtTrockengewchtFeuchtgewi •−         (3) 
 
 
3.2.3.3  In vitro-Degradation der Kollagenmatrices 
 
Das Abbauverhalten von Kollagenmatrices in verschiedenen Medien wurde an unsterilen, 
γ- und Plasma-sterilen Schwämmen aus einer Ober-, Mittel- und Unterschicht getestet. 
Durchführung: Aus den Schichten 02 (Oberschicht), 06 (Mittelschicht) und 12 (Unter-
schicht) sind jeweils 180 Probenstücke einer Größe von 1 cm2 geschnitten worden, die zu 
gleichen Teilen unsteril, Plasma-steril und γ-steril vorlagen. Von jedem Probenstück ist das 
Trockengewicht mittels Analysenwaage bestimmt worden. Anschließend wurden die 
Proben (drei Schichten in jeweils drei Sterilisationsformen) in je 2 ml der Medien 
A. bidest. sowie den Komplettmedien für HUVEC- und GM7373-Zellen im Begas-
ungsbrutschrank (37 °C, 5 % CO2) eingelagert. Alle 48 h wurde verbrauchtes Medium 
durch frisches ersetzt. Die Entnahme der Matrices erfolgte nach 1, 6, 12 und 18 Tagen.  
Vor der abschließenden Trockengewichtsbestimmung sind alle Proben nach folgendem 
Ablauf einheitlich gewaschen und gefriergetrocknet worden: 
(1) Medien entfernen, 
(2) Proben 2x mit A. bidest. (2 ml/Well) spülen und absaugen, 
(3) Proben 2x in A. bidest. (2 ml/Well) einlagern, für je 1 h auf Plattform-Schüttler 
schütteln und absaugen, 
(4) Proben in A. bidest. (0,5 ml/Well) einfrieren (12 h, -20 °C), 
(5) Gefriertrocknung (Dauer 24 h, Temperatur -50 °C, Druck 0,006 mbar), 
(6) Trockengewichtsbestimmung. 
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Die Degradation der Matrices wurde anhand des Trockengewichts der Restmatrix 
bestimmt und als prozentualer Anteil der Ausgangsgewichtes dargestellt. Die Stichproben-
größen je Schicht, Sterilisationsform, Medium und Inkubationsdauer lagen bei n = 5 pro 
Parameter. 
 
 
3.2.4  In vitro-Zellkulturuntersuchungen 
 
Für den Einsatz der Schwämme nach äußerlichen Gewebedefekten (z.B. nach Brandver-
letzungen) ist für die Angiogenese und Neovaskularisierung der Wunde ein rasches 
Eindringen von autologen Zellen notwendig. Ziel der Versuche war, die proliferative 
Wirkung der industriell hergestellten Kollagenmatrices zu untersuchen. Die proliferative 
Wirkung der Matrices wurde bei den durchgeführten Versuchen als die Eindringtiefe 
(Invasionstiefe) der Zellen in die 3D-Struktur der Schwämme definiert. Die Invasionstiefe 
ist u.a. abhängig von den Faktoren Porengeometrie und Modifikation der Matrix, Zellinie, 
Inkubations-/Wachstumszeit sowie Inkubationsmethode (statische oder dynamische Kul-
turbedingungen). 
Die im Rahmen dieser Studie vorgestellten in vitro-Zellkulturuntersuchungen sind unter 
statischen Kulturbedingungen im Begasungsbrutschrank und dynamischen Bedingungen in 
Perfusionskultur durchgeführt worden. Untersuchungsgegenstand waren γ-sterile Kolla-
genschwämme der Schichten 02 (Oberschicht), 06 (Mittelschicht) und 12 (Unterschicht). 
Für die Untersuchungen unter statischen Kultivierungsbedingungen (Kap. 3.2.4.1 und 
3.2.4.2) sind drei Matrices pro Schicht und Inkubationszeitraum (1, 6, 12, und 18 Tage) mit 
Zellen (L929-Fibroblasten, GM7373-Endothelzellen und PC12-neuroektodermale Zellinie) 
kultiviert worden. Untersuchungen unter dynamischen Bedingungen (Kap. 3.2.4.3) wurden 
nur mit L929- und GM7373-Zellen durchgeführt. Je Kollagenschicht und Inkubationszeit-
raum sind zwei Matrices verwendet worden. Alle Zellkulturen wurden mit dem ent-
sprechenden Komplettmedium versorgt. Die Besiedlung der Kollagenschwämme mit 
Zellen sowie die Bestimmung der Porengrößen sind auf der gleichen Probenseite 
(Oberseite) durchgeführt worden. 
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3.2.4.1 Untersuchungen an nicht modifizierten Matrices unter statischen 
Bedingungen 
 
Unter der Sterilbank sind von jeder Schicht Matrices mit einer Kantenlänge von 1,5 cm zu-
geschnitten worden. Die Proben wurden sowohl im trockenen (Zustand nach Herstellung) 
als auch im Medium-feuchten Zustand besiedelt. Die Besiedlung im feuchten Zustand war 
erforderlich, um eine Vergleichbarkeit mit Untersuchungen an modifizierten Matrices (s. 
Kap. 3.2.4.2) zu gewährleisten. Ein feuchter Zustand der Proben bedeutet, daß eine 
Waschprozedur der Zellbesiedlung vorangestellt wurde (Kap. 3.1.1.4). Trockene sowie 
Medium-feuchte Proben sind in den Wells von 12er MTP plaziert und mit einem Glasring 
beschwert worden. Dadurch wurde verhindert, daß die Proben bei Zugabe der 
Zellsuspension aufschwimmen. Je Schwamm wurden 2 ml der jeweiligen Zellsuspension 
(80.000 Zellen pro ml Medium) vorsichtig mittels Pipette auf die Oberfläche der Matrices 
aufgetragen und die MTP im Brutschrank inkubiert. Die Entnahmezeitpunkte waren 1, 6, 
12 und 18 Tage nach Zugabe der Zellsuspension. Das Medium wurde alle 48 Stunden 
gewechselt. 
Zu jedem Entnahmezeitpunkt wurden die Zellen auf den Schwämmen mittels Vitalfärbung 
fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Zur Bestimmung der Eindringtiefe der Zellen sind 
die Schwämme anschließend in Einbettkapseln überführt und für 24 Stunden in Formalin 
fixiert worden. Die histologische Aufarbeitung der Formalin-fixierten Proben ist in Kap. 
3.2.6 beschrieben. 
 
 
3.2.4.2  Untersuchungen an modifizierten Matrices unter statischen Bedingungen 
 
Ausgangsmaterial, Zuschnitt, Zelldichte und Inkubationszeiten im Brutschrank sind analog 
zu Kap. 3.2.4.1. Das zugeschnittene Probenmaterial aus den drei Schichten ist zuvor vom 
Institut für Biochemie des UK Aachen chemisch modifiziert worden (Verfahren s. Kap. 
3.1.1.4). Modifikationsformen waren H0E0, H0E1 und H1E1. Das Hauptaugenmerk der 
Proliferationsuntersuchung an modifizierten Schwämmen lag auf der Quervernetzung 
durch EDC/NHS. Daher wurden vorrangig Schwämme des Modifikationstyps H0E1 
umfangreich untersucht und für 1, 6, 12 und 18 Tage in Zellkultur eingesetzt. H0E0 und 
H1E1-modifizierte Matrices wurden exemplarisch jeweils für 6 Tage inkubiert. Methodisch 
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bedingt sind die Matrices nach Modifikation in EtOH 70 % desinfiziert und gelagert 
worden. Um diese Proben in Zellkultur untersuchen zu können, wurde der Alkohol zuvor 
durch eine Waschprozedur in PBS und A. dest. (jeweils 3 h) sowie 2 h in entsprechendem 
Zellkulturmedium unter sterilen Bedingungen entfernt (s. Kap. 3.1.1.4). 
 
 
3.2.4.3  Untersuchungen an nicht modifizierten Matrices unter dynamischen 
Bedingungen 
 
Trockene, γ-sterile Kollagenschwämme der Schichten 02, 06 und 12 sind unter sterilen 
Bedingungen zu runden Proben mit 12 mm Durchmesser zugeschnitten worden. Das 
Probenmaterial wurde für den Einsatz in der Perfusionskammer einzeln in Minusheets 
fixiert (Abbildung 11).  
 
Abb. 11: Fixierung der Kollagenschwämme (Durchmesser 12 mm) in einem Minu-
sheet. Die runde Matrix wird in den unteren Aufnahmering (schwarz) eingelegt und 
mit einem (weißen) Spannring fixiert. Auf einer zentralen Fläche von 63 mm2 bleibt 
die Kollagenmatrix unberührt. Das so präparierte Sheet kann nun in der Per-
fusionskammer plaziert werden. Die unberührte Kollagenfläche wird vom Zellkultur-
medium kontinuierlich durchströmt. (nach MINUTH et al. 2002, verändert) 
 
 
Jedes Sheet ist anschließend zunächst in einer Vertiefung einer 12er MTP plaziert und mit 
einem Glasring beschwert worden. Im Anschluß wurden 2 ml Zellsuspension (80.000 
Zellen/ml) analog zu Kap. 3.2.4.1 zugegeben. Nachfolgend sind die Sheets für 24 h im 
Brutschrank inkubiert worden, damit die Zellen auf dem Probenmaterial adhärieren 
konnten. Bei sofortiger Kultivierung in der Perfusionskammer würden die Zellen an-
sonsten aus dem Material geschwemmt werden. Nach der Inkubation wurden die vorbe-
siedelten Sheets entnommen und senkrecht in die Perfusionskammer gestellt (Abb. 12).  
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Abb. 12: Perfusionskammer nach Minuth (Aufsicht). Matrices verschiedener Schichten (02, 06, 12) werden 
in den zweiteiligen Plastikringen (Minusheets) fixiert und senkrecht in die Kulturkammer gestellt. Die be-
siedelte Oberfläche der Matrices ist dem Mediumstrom zugewandt. (Durchflußgeschwindigkeit = 1 ml/h) 
 
Die besiedelte Oberfläche war hierbei dem Mediumstrom zugewandt. Die Perfusions-
kammer wurde in den kontinuierlichen Mediumstrom eingeschleust und mittels Thermo-
platte während der verschiedenen Inkubationszeiträume (1, 6, 12 und 18 Tage) konstant 
auf einer Temperatur von 37 °C gehalten (Abb. 13). 
Abb. 13: Perfusionskultursystem 
mit kontinuierlichem Medium-
strom. Frisches Zellkulturmedium 
wird mittels Schlauchpumpe bei 
einer Strömungsgeschwindigkeit 
von 1 ml/h durch eine Perfusions-
kammer mit Probenmaterialien 
geleitet. Erwärmung der Kammer 
durch die Thermoplatte auf 37 °C.
 
Nach der Inkubation sind die Schwämme aus den Sheets gelöst und die Vitalität der Zellen 
fluoreszenzmikroskopisch (Vitalfärbung) überprüft worden. Anschließend wurden die Ma-
trices, wie in Kap. 3.2.4.1 beschrieben, in Formalin fixiert und histologisch aufgearbeitet. 
In 8 Versuchsansätzen (zwei Zellinien und je vier Inkubationszeiträume) sind die drei 
Kollagenschichten getrennt nach Zellkultur untersucht worden. 
 
Beispiel für einen Versuchsansatz: Je zwei Minusheets sind mit den Schichten 02, 06 und 
12 bestückt und mit GM7373-Zellen besiedelt worden (s. Abb. 12). Nach 6 Tagen Verweil-
dauer im kontinuierlichen Mediumstrom werden die Proben entnommen. 
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3.2.5 In ovo-Untersuchungen an der CAM von Hühnerembryonen 
 
Kollagene Matrices aus den Schichten 02, 06 und 12 (γ-steril, Kantenlänge 1 cm, n = 5 pro 
Schicht und Verweildauer) sind in ovo anhand der Chorionallantois-Membran von Hühner-
embryonen untersucht worden. Ziel war, die Verträglichkeit, Einheilung und Resorption 
der Matrices in diesem in vivo-Modell zu testen.  
 
 
3.2.5.1  Lagerung und Bebrütung der Eier 
 
Die befruchteten Hühnereier wurden nach Erhalt in einem Kühlschrank bei einer 
Temperatur von 8 °C gelagert. Die Eier lassen sich dort bis zu ihrer weiteren Verwendung 
etwa 3 bis 4 Wochen lagern. Während der in ovo-Experimente erfolgte die Bebrütung der 
ungeöffneten und geöffneten Eier in Brutgeräten bei 37,4 °C in einer humiden Atmosphäre 
(65 % LF). Ungeöffnete Eier wurden im Brutgerät ständig gewälzt, während bei geöffneten 
Eiern die Position im Brutgerät nicht verändert worden ist. 
 
 
3.2.5.2  Öffnung befruchteter Eier und Altersbestimmung der Embryonen 
 
Auf einer waagerechten Fläche liegend, wurde die nach oben gewandte Seite sowie der 
stumpfe Pol des Eies mittels Flächendesinfektionsmittel Kohrsolin® FF (3 %) von Schmutz 
gereinigt und anschließend mit EtOH (70 %) desinfiziert. Mit einem Feinbohrschleifer mit 
Kugelkopffräsaufsatz ist am stumpfen Eipol ein Loch durch Schale und Schalenhaut ge-
bohrt worden (∅ ca. 1 mm). Im Anschluß wurde auf der nach oben gewandten Seite ein 
kleines Loch durch die Schale gebohrt, ohne die Schalenhaut zu verletzen (Abb. 14 A).  
Abb. 14: Arbeitsschritte zur Implantation der Kollagenmatrices. Öffnen der Einschale mittels Feinbohr-
schleifer (A), Zugabe von 0,9 %iger NaCl-Lösung durch Bohrloch (B), nach Ablösen der CAM Vergrößerung 
der Lochs mittels Pinzette und Skalpell (C), Implantation der Matrix auf die CAM mittels Pinzette (C, E). 
A B C D E
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Damit sich die CAM von der oben gelegenen Schalenhaut ablösen konnte, wurde für ca. 
2 min ein Stück Eis auf die Oberseite gelegt. Anschließend ist die Schale im Lochbereich 
nochmals mit EtOH desinfiziert worden. Die Schalenhaut wurde dann mit einem Skalpell 
durchbohrt und durch das Loch ein Tropfen NaCl-Lösung (0,9 %) in das Ei appliziert 
(Abb. 14 B), so daß sich die evtl. noch anhaftende CAM vollständig von der Schalenhaut 
absenken konnte. Eine EtOH-desinfizierte, stumpfe Pinzette wurde in die obere Öffnung 
eingeführt und das Loch durch Entfernen von Schale und Schalenhaut vergrößert (∅ des 
Fensters ca. 1 – 1,5 cm) (Abb. 14 C). Durch vorsichtiges Bewegen des Eies wurde durch 
das Fenster die Keimscheibe sichtbar, damit das Alter des Embryos unter dem Makroskop 
mit Hilfe der Normaltabelle nach HAMBURGER und HAMILTON (1951) bestimmt werden 
konnte. Eine ausführliche Beschreibung zu Merkmalen der einzelnen Entwicklungsstadien 
wird auch von BELLAIRS und OSMOND (1998) gegeben. Die Öffnung des stumpfen Eipols 
wurde nun mittels Klebstreifen verschlossen, die Öffnung der Schalenoberseite durch ein 
überlappendes Stück Parafilm® M abgedeckt. Für einen luftdichten Abschluß ist ein Ring 
aus Paraffin (ca. 50 °C) um den Rand der Öffnung auf die Verschlußfolie aufgetragen 
worden. Die Eier wurden bis zur Implantation des Probenmaterials für weitere vier Tage 
im Brutgerät bebrütet (s. Kap. 3.2.5.1).  
 
 
3.2.5.3  Implantation kollagener Matrices 
 
Vier Tage nach dem Öffnen der Eischale wurde die Verschlußfolie über der Öffnung auf 
der Ei-Oberseite entfernt. Die Kollagenschwämme sind ausschließlich in Eier des Embryo-
nalstadiums 7 implantiert worden. In diesem Stadium sind der Embryo sowie zahlreiche 
Blutgefäße der CAM deutlich sichtbar. Mit Hilfe einer spitzen Pinzette wurde der zu 
prüfende, trockene Kollagenschwamm vorsichtig auf die CAM gelegt (Abb. 14 D, E und 
Abb. 15). Je Ei wurde ein Schwamm implantiert. Es ist darauf geachtet worden, daß das 
Material nicht mit der Eischale in Berührung kam, um Kontaminationen zu vermeiden. Die 
Schwämme sind in einem Bereich auf der CAM plaziert worden, in dem zahlreiche Blut-
gefäße den Embryo mit Nährstoffen versorgen. Nach Implantation wurde die Öffnung der 
Eischale wieder mit Parafilm® M und Paraffin luftdicht verschlossen und das Ei für weitere 
2, 5 und 7 Tage im Brutgerät bei 37°C und 65 % relativer Luftfeuchtigkeit bebrütet. 
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Abb. 15: Aufbau eines Hühnereis und Implantation der Kollagenmatrix (Skizze). Das Ei wurde bis zur 
Eröffnung waagerecht gelagert. Mittels Feinbohrschleifer wurden an der Oberseite und am stumpfen Pol 
kleine Öffnungen (∅ ca. 1 mm) gebohrt. Für die Implantation des Probenmaterials ist die obere Öffnung 
erweitert worden, damit das Implantat auf die abgesenkte Chorionallantois-Membran gelegt werden konnte. 
 
 
3.2.5.4  Explantation der CAM 
 
Die Explantation der Kollagenschwämme erfolgte nach einer Verweildauer in ovo von 2, 5 
und 7 Tagen. Die Verschlußfolie zur Abdeckung der oberen Öffnung wurde entfernt und 
die Öffnung mittels Pinzette weiter vergrößert. Anschließend wurden 2 – 3 ml Formalin 
auf die CAM gegeben, um das Implantat in situ zu fixieren und den Embryo abzutöten. Die 
Chorionallantois-Membran wurde großflächig um das Implantat ausgeschnitten, in Einbett-
kapseln positioniert und in Formalin für eine histologische Auswertung fixiert (Kap. 3.2.6). 
Nach Entfernen der CAM wurde der Hühnerembryo umgehend decapitiert.  
 
 
3.2.6  Herstellung histologischer Präparate für die Mikroskopie 
 
3.2.6.1  Fixierung, Einbettung und Ausgießen des Probenmaterials 
 
Bei dem Probenmaterial handelt es sich um Kollagenschwämme, die aus den in vitro-
Zellkulturversuchen und den in ovo-Untersuchungen stammen.  
Fixierung: Die Kollagenschwämme wurden in den Einbettkassetten für 24 h in Formalin 
(4 %) fixiert und anschließend in Leitungswasser für 4 h gewässert. 
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Einbettung: Die Überführung in Paraffin erfolgte im Einbettautomaten. In aufsteigender 
Alkoholreihe (je 90 min in 1x 50 % EtOH, 2x 70 %, 2x 80 %, 1x 96 %, 2x 100 %) sowie 
unter Verwendung des Intermediums Histo Clear® (je 2x 90 min) wurden die Proben in 
60 °C heißes Paraffin überführt (Paraffinierung, 2x je 90 min). 
Ausgießen: Nach Paraffinierung der Matrices wurden die Proben in Ausgußformen (Edel-
stahl) plaziert und mit einer Ausgießstation Paraffinblöcke hergestellt. Das Probenmaterial 
ist bei der Herstellung der Blöcke so orientiert worden, daß beim späteren Schneiden 
Querschnitte des Materials vorliegen (Abbildung  16).  
 
Abb. 16: Schnittrichtungen durch eine Kollagenmatrix (Skizze). 
Querschnitte werden senkrecht, Horizontalschnitte parallel zur Materi-
aloberfläche angefertigt. 
 
 
3.2.6.2  Beschichtung von Objektträgern mit Poly-L-Lysin 
 
Die Beschichtung der Objektträger dient dazu, daß die Gewebeschnitte auf diesen besser 
haften. Dazu ist ein Tropfen der Poly-L-Lysin-Lösung auf den Träger gegeben und mit 
einem Deckgläschen ausgestrichen worden. Die Lysin-Schicht trocknet bei RT sehr 
schnell. Beschichtete Objektträger können zeitlich unbegrenzt bei RT gelagert werden. 
 
 
3.2.6.3  Schneiden der Paraffinblöcke 
 
Die Einbettkapsel wurde im Schlittenbahnmikrotom plaziert. Mit gleichmäßigem Zug ist 
das Messer über den Paraffinblock geführt und Schnitte von 4 µm Dicke abgenommen 
worden. Die Schnitte sind zuerst im kalten Wasserbad (RT) aufgefangen worden, um 
anhaftende Luftblasen entfernen zu können. Mit beschichteten Objektträgern wurden die 
Schnitte anschließend aufgenommen und in ein Paraffin-Streckbad (50°C) überführt. 
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3.2.6.4  Entparaffinierung und Färbung der Präparate 
 
Die histologischen Schnitte wurden durch Histo Clear entparaffiniert (3x 5 min), in ab-
steigender Alkoholreihe dehydriert (2x 5 min 100 % EtOH, 1x 5 min 96 %, 1x 5 % min 
70 %) und je 2x für 5 min in A. dest. gewaschen. Die entparaffinierten Schnitten sind 
anschließend für 10 min mit MAYERs Hämalaun-Lösung gefärbt worden. Nach Hämalaun-
färbung wurde die blaue Farbe durch kurzes Eintauchen in HCl-Alkohol-Lösung differen-
ziert (nach ROMEIS 1968) und die Schnitte für 10 min in warmem Leitungswasser gebläut. 
 
 
3.2.6.5  Versiegelung der Präparate 
 
Die Versiegelung der Präparate dient dazu, unbegrenzt haltbare, mikroskopische Präparate 
herzustellen. Durch aufsteigende Alkoholreihe (1x 5 min 70 % EtOH, 1x 5 min 96 %, 
2x 5 min 100 %) wurden die Schnitte bis zum Xylol-Ersatz-Medium Histo Clear 
(3x 3 min) überführt. Anschließend sind sie mittels Vitro-Clud® unter einem Deckglas 
eingedeckt worden. 
 
 
3.2.7  Bestimmung der Eindringtiefe von Zellen in 3D-Matrices 
 
Die Eindringtiefe der Zellen in Kollagenschwämme wurde anhand histologischer Präparate 
mittels Meßokular bestimmt. Das Okular ist zuvor mit einem Eichobjektträger (integrierte 
Mikrometerskalierung) bei jeder Objektivvergrößerung geeicht worden. 
Die Proliferation wird als das Einwachsen von Zellen in die dreidimensionale Matrix-
struktur der Kollagenschwämme nach einer bestimmten Verweilzeit definiert. Dabei 
wurden pro Kollagenschwamm die Tiefe eingewachsener Zellen sowie die Dicke des 
Schwammes an jeweils 10 Meßpunkten bestimmt. Die prozentuale Invasions-/Eindring-
tiefe der Zellen für jeden Meßpunkt ist nach Gleichung 4 berechnet worden. 
Invasionstiefe [%] =  100
]m[eMatrixdick
]m[iefeInvasionst •µ
µ         (4) 
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Alle ermittelten Invasionstiefen bei einem Schwamm werden als Mittelwert mit 
zugehöriger Standardabweichung dargestellt. 
 
 
3.2.7.1  Dokumentation mittels Environmental Scanning Electron Microscopy 
 
Die Proliferation der Zellen in die kollagenen Matrices wurde begleitend per ESEM 
fotografisch dokumentiert. Die besiedelten Kollagenschwämme sind in konventioneller 
Weise fixiert, dehydriert und mit Gold bedampft worden: 
(1) Fixierung der Proben für mindestens 24 h in 1 ml Glutaraldehyd-Gebrauchslösung 
(GA-Lösung) pro Well (MTP 24 Wells). 
(2) Entfernung der GA-Lösung in aufsteigender Aceton-Reihe (1x je 10 min in 30 %, 
50 %, 70 %, 90 %, 2x je 10 min 100 % Aceton) durch Kritisch-Punkt-Trockner. 
(3) Aufkleben der Proben auf Stiftprobenteller mittels Leit-Tabs. 
(4) Gold-Bedampfung der Proben in Kathodenzerstäubungsanlage (Schichtdicke ca. 
30 nm). 
Trockene, γ-sterile Kollagenmatrices, die für die Bestimmung geometrischer Parameter 
mittels ESEM untersucht wurden, sind nicht vorher fixiert worden, sondern direkt aufge-
klebt und mit Gold bedampft worden. 
 
 
3.2.8  Statistische Auswertung 
 
Die Daten in Kapitel 4 sind als Mittelwert mit zugehöriger Standardabweichung dar-
gestellt. Zur statistischen Auswertung wurden der STUDENT t-Test sowie die einfaktorielle 
und zweifaktorielle Varianzanalyse (one factor- und two factor-ANOVA) in Verbindung 
mit TUKEY und BONFERRONI post-hoc Tests angewendet (SPSS for Windows 12.0; SPSS 
Inc., USA). Ergebnisse werden ab einem Signifikanzniveau von p < 0,05 als signifikant 
unterschiedlich betrachtet.  
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4  ERGEBNISSE 
 
 
4.1  Biologische Charakterisierung 
 
Die biologische Beurteilung umfaßt Zytotoxizitätsuntersuchungen sowohl des kollagenen 
Materials nach γ- und Plasma-Sterilisation als auch des für den Einsatz in degradierbare 
Mikrosphären vorgesehenen Modellproteins Insulin. 
 
 
4.1.1  Zytotoxizität des γ-sterilen, nicht modifizierten Materials 
 
Die γ-sterilisierte Ober-, Mittel- und Unterschicht (02, 06, 12) einer industriell hergestell-
ten und gespaltenen Kollagenplatte des Typs Matristypt (Charge L226911) sind in 
zweimaligen Ansätzen anhand ihres Materialextraktes auf in vitro-Zytotoxizität gemäß 
DIN EN ISO 10993-5 und -12 untersucht worden. Der Extrakt des Probenmaterials ver-
schiedener untersuchter Schichten im vertikalen Verlauf der Kollagenplatte wirkt in vitro 
nicht zytotoxisch auf L929-Zellkulturen. Die Beurteilung stützt sich hierbei auf nach-
folgend beschriebene Ergebnisse. 
 
 
4.1.1.1 Analyse des Zellbildes und der Zelldichte der Kulturen 
 
Kontrollkultur: Die Negativ-Kontrollen für den in vitro-Zytotoxizitätstest waren vier 
separate L929-Zellkulturen auf der Wachstumsunterlage Glas (Abb. 17). Die Zelldichte der 
Kontrollen ist konfluent, der Anteil vitaler Zellen an der Gesamtzellzahl (Mittelwert 
0 = 1588 Zellen, ermittelt an vitalgefärbten Kulturen) beträgt nahezu 100 %. Die Mitose-
aktivität der Zellen entspricht mit einem Anteil von 3 – 5 % mitotisch aktiver Zellen den 
Normalparametern dieses Zellkultursystems. Die Zellkörper sind auf der Wachstumsunter-
lage gut ausgebreitet (Zellspreading), die Zellkerne gut erkennbar mit klar abgegrenztem 
Zytoplasma. Gesamtzellzahl, Stoffwechselaktivität und Proteingehalt der Kontrollkultur 
sind als 100 % definiert. 
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Abb. 17: Vitalität und Wachstum der L929-Kontrollkulturen auf Glasrhonden (A: Vitalfärbung, B: Häm-
alaunfärbung). Die Zelldichte ist konfluent, der Anteil vitaler Zellen liegt bei nahezu 100 %. Die Zellen sind 
mitotisch aktiv. Die Zellen haben gut erkennbare Zellkerne und klar abgrenzbares Zytoplasma. 
 
Oberschicht 02: Die Zellzahl von L929-Kulturen nach 24-stündigem Kontakt zu einem 
Materialextrakt der Oberschicht (Abb. 18) ist mit 106 % gegenüber der Kontrolle signi-
fikant erhöht (STUDENT t-Test, p < 0,05).  
Abb. 18: Gesamtzellzahl der L929-Zellkulturen nach 24-stündigem Kontakt mit einem Extrakt aus 
Kollagenschwämmen der Ober-, Mittel- und Unterschicht (02, 06, 12). Die Zellzahl der Kontrolle entspricht 
100 %. Die Zellzahl der Kulturen nach Kontakt zum Extrakt aus der Oberschicht ist im Vergleich zur 
Kontrolle leicht, aber signifikant erhöht, Extrakte der Mittel- und Unterschicht erniedrigen die Zellzahl der 
Prüfkulturen signifikant (* = Signifikanz bei p < 0,05; STUDENT t-Test). Der Anteil toter Zellen ist in allen 
Prüfproben < 1 %. (Mittelwerte ± Standardabweichung) 
 
 
A B
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Das Zellbild (Abb. 19 A, B) entspricht bezüglich Vitalität, Morphologie und Mitose-
aktivität den Normalparametern der Kontrollkulturen. Der Materialextrakt der Oberschicht 
wirkt nicht zytotoxisch in L929-Zellkultur und wird daher mit dem Zytotoxizitäts-
skalenwert 0 bewertet. 
Abb. 19: Vitalität und Wachstum der L929-Zellkulturen nach 24-stündigem Kontakt mit einem Extrakt aus 
Kollagenschwämmen der Ober-, Mittel- und Unterschicht (02, 06, 12) (links: Vitalfärbung, rechts: Häm-
alaunfärbung). Vitalität und Morphologie der Zellen nach Kontakt zum Extrakt aus Oberschicht (A, B), 
Mittelschicht (C, D) und Unterschicht (E, F) entsprechen den Normalparametern der Kontrollkultur. 
 
A B
C D
E F
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Mittelschicht 06: Der Extrakt scheint auf L929-Zellen nach 24-stündiger Inkubation keine 
zytotoxische Wirkung (Zytotoxizitätsskalenwert = 0) auszuüben (Abb. 19 C, D). Nahezu 
alle Zellen sind vital. Die Mitoseaktivität entspricht der Kontrolle. Morphologisch sind 
keine Auffälligkeiten im Vergleich zur Kontrolle feststellbar. Die Zelldichte (Abb. 18) ist 
mit 88 % gegenüber der Referenz signifikant (STUDENT t-Test, p < 0,05) erniedrigt. 
Unterschicht 12: L929-Zellen, die 24 h in Kontakt mit dem Materialextrakt standen, 
zeigen bezüglich der Parameter Vitalität, Morphologie und Mitoseaktivität keine Abweich-
ungen von den Kontrollkulturen (Abb. 19 E, F). Die Zellen sind vital und auf der 
Wachstumsunterlage gut ausgebreitet. Gegenüber der Referenz ist die Zelldichte mit 88 % 
signifikant (STUDENT t-Test, p < 0,05) erniedrigt (Abb. 18). Vorliegende Ergebnisse legen 
den Schluß nahe, daß der Extrakt der Schicht 12 nicht zytotoxisch (Zytotoxizitätsskalen-
wert = 0) in L929-Kultur wirkt.  
 
 
4.1.1.2  Analyse der Stoffwechselaktivität der Kulturen 
 
Die Stoffwechselaktivität von Zellkulturen nach 24 h Kontakt mit Materialextrakten 
(Abb. 20) und nach 3-tägigem direkten Zell/Material-Kontakt (Abb. 21) ist colorimetrisch 
mittels XTT-Test bestimmt worden.  
 
Abb. 20: Stoffwechselaktivität der L929-Zellkulturen nach 24-stündigem Kontakt mit einem Extrakt aus 
Kollagenschwämmen der Ober-, Mittel- und Unterschicht (02, 06, 12). Die Stoffwechselaktivität der 
Kontrollkulturen entspricht 100 %. Die Aktivitäten aller Prüfkulturen liegen bei mindestens 96 %; kein 
signifikanter Unterschied zur Kontrolle (STUDENT t-Test, p > 0,05). (Mittelwerte ± Standardabweichung) 
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Zwischen den Prüfkulturen, die 24 h mit dem Materialextrakt verschiedener Schichten 
inkubiert worden sind, und der Kontrolle bestehen keine signifikanten (STUDENT t-Test, 
p > 0,05) Unterschiede in der Aktivität der Zellen. Die Aktivitäten der Prüfkulturen im 
Vergleich zur Kontrolle liegen bei mindestens 96 %. Auch ein direkter Zell/Material-
Kontakt zwischen L929-Zellen und Kollagenmatrices der Schichten 02, 06 und 12 zeigt 
nach 3-tägiger Verweildauer keine signifikanten (one factor-ANOVA, p < 0,05) 
Unterschiede in der Stoffwechselaktivität (Abb. 21). Die Aktivität der L929-Zellen ist auf 
allen Schichten nahezu identisch. 
Abb. 21: Stoffwechselaktivität der L929-Zellkulturen nach 3 Tagen Verweildauer im direkten Zell/ Material-
Kontakt. Zwischen den Schichten 02, 06 und 12 (Ober-, Mittel-, Unterschicht) ist hinsichtlich der Aktivität 
der Zellen kein signifikanter Unterschied (one factor-ANOVA, p < 0,05) feststellbar. (Mittelwerte ± Stan-
dardabweichung) 
 
 
4.1.1.3  Analyse des Proteingehaltes der Kulturen 
 
Der Gesamtproteingehalt der Prüfkulturen, die 24 Stunden in Kontakt zu einem Material-
extrakt aus einer Ober-, Mittel- und Unterschicht standen, wurde mit Hilfe des BRADFORD-
Assays quantitativ ermittelt. Die Proteingehalte (Abb. 22) korrelieren mit den jeweils 
ermittelten Gesamtzellzahlen der Prüfkulturen (vgl. Abb. 18). Die Gehalte liegen bei 98 % 
(Schicht 06 und 12) und 102 % (Schicht 02) und unterscheiden sich nicht signifikant 
(STUDENT t-Test, p > 0,05) vom Proteingehalt der Kontrollkulturen.  
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Abb. 22: Proteingehalt der L929-Zellkulturen nach 24-stündigem Kontakt mit einem Extrakt aus Kollagen-
schwämmen der Ober-, Mittel- und Unterschicht (02, 06, 12). Der Proteingehalt der Kontrollkulturen 
entspricht 100 %. Die Gesamtproteinmengen der Prüfkulturen unterscheiden sich nicht signifikant (STUDENT 
t-Test, p > 0,05) von den Referenzkulturen. (Mittelwerte ± Standardabweichung) 
 
Ergebnisse der in vitro-Zytotoxizitätstests sind in Tabelle 4 zusammengefaßt. Insgesamt 
sind die γ-sterilen Kollagenschwämme (Typ Matristypt, Charge L226911) aus der Ober-, 
Mittel- und Unterschicht auf Basis des Extraktionstests als nicht zytotoxisch in L929-
Zellkultur zu bewerten (Zytotoxizitätsskalenwert = 0). 
Tabelle 4: Zusammenfassung der in vitro-Zytotoxizitätstests (Materialextrakt) an ausgewählten Schichten 
einer industriell hergestellten Kollagenplatte (Typ Matristypt, Charge L226911). Die Materialextrakte aller 
Schichten werden mit dem Skalenwert 0 (nicht zytotoxisch) gemäß DIN EN ISO 10993-5 bewertet. Daten 
der Kontrollkulturen gelten als Normalwert und sind als 100 % definiert. Daten in runden Klammern geben 
die Standardabweichung des jeweiligen Mittelwertes (0) an. 
Vitalität 
(Vitalfärbung) 
Morphologie 
(Hämalaunfärbung)
Zellzahl Stoffwechsel- 
aktivität 
(XTT-Test) 
Proteingehalt
(BRADFORD- 
Assay) 
           Para- 
           meter 
  0 [%] 0 [%] 0 [%] 
Kontrolle normal normal      100 
(3) 
100 
(4) 
100 
(3) 
Oberschicht normal normal 106 
(3) 
97 
(1) 
102 
(1) 
Mittelschicht normal normal 88 
(1) 
100 
(3) 
98 
(1) 
Unterschicht normal normal 88 
(4) 
96 
(1) 
98 
(1) 
Extrakt 
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4.1.2 Zytotoxizität des Plasma-sterilen, nicht modifizierten Materials 
 
Kollagenschwämme der Mittelschicht 06 sind mit Wasserstoffperoxid Plasma-sterilisiert 
worden. Die sterilen Matrices wurden anschließend nicht oder unterschiedlich lang (4 h, 
16 h) in einer Gefriertrocknungsanlage entgast und anschließend umgehend getestet. 
Weitere Proben wurden 4 Monate bei RT in der Sterilverpackung gelagert. Von den 
Schwämmen ist in zweifachem Ansatz ein Materialextrakt hergestellt und eine in vitro-
Zytotoxizitätsprüfung gemäß DIN EN ISO 10993-5 und -12 durchgeführt worden. Die 
Entgasung bzw. Entgasungszeit hat einen deutlichen Einfluß auf die zytotoxische Wirkung 
des Materialextraktes auf L929-Zellen. Die Beurteilung stützt sich auf nachfolgend 
beschriebene Ergebnisse. 
 
 
4.1.2.1  Analyse des Zellbildes und der Zelldichte der Kulturen 
 
Kontrollkultur: Die Bewertung der Kontrollkulturen mittels Vital- und Hämalaunfärbung 
ist identisch mit den in Kapitel 4.1.1.1 beschriebenen Normalparametern der unbeein-
flußten Referenz. Die Gesamtzellzahl der Kontrolle liegt bei 0 = 1524 Zellen (ermittelt an 
vitalgefärbten Kulturen). 
Ohne Entgasung: L929-Kulturen, die mit dem Extrakt von Plasma-sterilisierten und nicht 
entgasten Kollagenschwämmen in Kontakt kommen, sterben innerhalb der 24-stündigen 
Inkubation ab; erkennbar an der roten Färbung der Zellkerne in der Vitalfärbung 
(Abb. 23 A, B und 24). Mittels Hämalaunfärbung tritt deutlich das geschädigte Zellbild 
hervor. Nur wenige adhärente Zellen sind noch auf den Wachstumsunterlagen erkennbar; 
die Zellkörper sind zerstört. Ferner haften viele Zelltrümmer nicht mehr vorhandener 
Zellen an den Glasrhonden. Die Gesamtzellzahl sinkt signifikant (STUDENT t-Test, 
p < 0,05) auf 31 % im Vergleich zur Kontrolle. Unter den gegebenen Bedingungen kann 
daher der Extrakt nicht entgaster Kollagenmatrices in L929-Zellkultur als stark toxisch 
eingestuft werden. Er entspricht dem Zytotoxizitätsskalenwert 3. 
4-stündige Entgasung: Auch der Materialextrakt von Plasma-sterilisierten Matrices, die 
4 h entgast wurden, übt eine deutlich wachstumsbeeinflussende Wirkung auf L929-Zellen 
aus (Abb. 23 C, D). Sowohl in Vital- als auch Hämalaunfärbung zeigt sich, daß über 60 % 
der Zellkörper abgekugelt auf der Glasunterlage adhärieren. Die Zellkerne sind schwer 
erkennbar, der Zytoplasmasaum nicht geradrandig begrenzt. 
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Entgasungszeit [h] 
0 4 16 
 
 
Abb. 23: Vitalität und Wachstum von L929-Kulturen nach 24 h Kontakt mit einem Materialextrakt aus 
Plasma-sterilisierten Kollagenschwämmen (oben: Vitalfärbung, unten: Hämalaunfärbung). Der Extrakt 
wurde hergestellt, nachdem die sterilen Schwämme nicht (0 h) oder unterschiedlich lang (4 h, 16 h) in einer 
Gefriertrocknungsanlage entgast wurden. Ohne Entgasung wirkt der Materialextrakt stark zytotoxisch, alle 
Zellen sind abgestorben (rote Färbung des Zellkerne, A, B). Mit zunehmender Entgasungszeit nimmt der 
toxische Einfluß ab, der Anteil vitaler Zellen (grüne Färbung, C, E) sowie Zellmorphologie (D, F) ent-
sprechen der Kontrolle. Kein signifikanter (STUDENT t-Test, p > 0,05) Unterschied in der Zelldichte zwischen 
Kontrolle und Prüfkultur nach 16 h Entgasung des Materials.  
 
 
Abb. 24: Gesamtzellzahl von L929-Kulturen nach 24 h Kontakt mit einem Materialextrakt aus Plasma-
sterilisierten Kollagenschwämmen. Die Gesamtzellzahl der Kontrollkulturen entspricht 100 %. Mit zunehm-
ender Entgasungszeit steigt die Gesamtzellzahl und der Anteil vitaler Zellen in den Prüfkulturen an und 
unterschiedet sich nach 16 h Entgasung nicht signifikant (* = Signifikanz bei p < 0,05; STUDENT t-Test) von 
der Kontrolle. Ohne Entgasung (0 h) sterben alle Zellen innerhalb 24 h. (Mittelwerte ± Standardabweichung)
A 
B 
C
D
E
F
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Im Vergleich zur Kontrollkultur ist die Gesamtzellzahl mit 38 % signifikant (STUDENT t-
Test, p < 0,05) verringert (Abb. 24). Der Anteil abgestorbener Zellen liegt bei etwa 2 %. 
Der Extrakt ist daher trotz der geringeren zellbeeinflussenden Wirkung im Vergleich zum 
Extrakt aus nicht entgasten Proben noch als stark zytotoxisch (Zytotoxizitätsskalen-
wert = 3) einzustufen. 
16-stündige Entgasung: Das Zellbild von L929-Kulturen nach 24-stündigem Kontakt zu 
diesem Materialextrakt entspricht in Vitalität und Morphologie der Zellen sowie Gesamt-
zellzahl (nicht signifikant erniedrigt, STUDENT t-Test, p > 0,05) den Normalparametern der 
Kontrollkulturen (Abb. 23 E, F und 24). Ungefähr 96 % der Zellen sind bezogen auf die 
Kontrolle vital, abgestorbene Zellen stellen einen Anteil von 1 % an der Gesamtzellzahl. 
Die Zelldichte erreicht Konfluenz, Zellkerne und -körper sind gut abgrenzbar und auf der 
Wachstumsunterlage ausgebreitet. Der Extrakt wirkt unter den gegebenen Bedingungen 
nicht zytotoxisch (Zytotoxizitätsskalenwert = 0). 
4 Monate Lagerung bei RT: Das Zellbild der L929-Kulturen entspricht in allen Para-
metern (Vitalität und Morphologie der Zellen, Zellzahl), exakt den Kulturen, die mit dem 
Extrakt nicht entgaster Kollagenschwämme in Kontakt gebracht worden sind (ohne eigene 
Abbildung). Nach 4-monatiger Lagerung der sterilisierten Proben bei Raumtemperatur 
wirkt der Extrakt auf L929-Kulturen stark zytotoxisch (Zytotoxizitätsskalenwert = 3). 
 
 
4.1.2.2  Analyse der Stoffwechselaktivität der Kulturen 
 
Die Stoffwechselaktivität ist colorimetrisch mittels XTT-Test bestimmt worden (Abb. 25). 
Die Aktivität korreliert mit dem Anteil vitaler Zellen. Bei Zellkulturen, die mit dem 
Extrakt nicht entgaster Proben sowie Matrices nach 4-monatiger Lagerung inkubiert 
wurden, ist keine Stoffwechselaktivität meßbar. 
Mit zunehmender Entgasungszeit erhöht sich der Anteil stoffwechselaktiver Zellen, so daß 
nach 4-stündiger Entgasungszeit eine Stoffwechselaktivität von 51 % gemessen an der 
Aktivität der Kontrollkulturen festgestellt werden kann. Nach 16-stündiger Entgasung er-
reicht die Aktivität in Zellkultur mit 95 % nahezu die der Kontrollen. 
Insgesamt ist die Stoffwechselaktivität aller Prüfkulturen im Vergleich zur Kontrolle 
signifikant (STUDENT t-Test, p < 0,05) erniedrigt.  
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Abb. 25: Stoffwechselaktivität von L929-Kulturen nach 24 h Kontakt mit einem Materialextrakt aus Plasma-
sterilisierten Kollagenschwämmen. Die Stoffwechselaktivität der Kontrollkulturen entspricht 100 %. Die 
Aktivität der Prüfkulturen korreliert mit dem Anteil vitaler Zellen und ist auch nach 16-stündiger Entgasung 
des Probenmaterials signifikant geringer im Vergleich zur Kontrolle (* = Signifikanz bei p < 0,05; STUDENT 
t-Test). (Mittelwerte ± Standardabweichung) 
 
 
4.1.2.3  Analyse des Proteingehaltes der Kulturen 
 
Der Gesamtproteingehalt der Kulturen wurde mit Hilfe des BRADFORD-Assays ermittelt 
(Abb. 26). Der quantitative Parameter für Zellkultursysteme korreliert ebenfalls mit der 
Zellzahl. Der Gehalt erhöht sich mit zunehmender Entgasungszeit des Probenmaterials. 
Der Proteingehalt von Kulturen, die dem Extrakt nicht entgaster Schwämme ausgesetzt 
waren, ist im Vergleich zur Kontrolle signifikant (STUDENT t-Test, p < 0,05) verringert und 
liegt nach 24 h bei 65 %. Ursache für die relativ hohe Proteinmenge ist, daß durch diesen 
Assay der Gesamtproteingehalt, also auch das Protein zerstörter Zellen und Zelltrümmer, 
nicht nur der vitaler Zellen, mitbestimmt wird. Nach 4 h Entgasungszeit des Proben-
materials ist der Proteingehalt der Kulturen im Vergleich zur Kontrolle mit einem Anteil 
von 85 % nach 24 h noch signifikant (STUDENT t-Test, p < 0,05) verringert. Eine 16-
stündige Entgasung der Matrices bewirkt dagegen keine signifikanten Abweichungen 
(STUDENT t-Test, p > 0,05) im Proteingehalt zwischen Kontrolle und Zellkulturen nach 24-
stündigem Kontakt zum Materialextrakt. 
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Abb. 26: Proteingehalt von L929-Kulturen nach 24 h Kontakt mit einem Materialextrakt aus Plasma-
sterilisierten Kollagenschwämmen. Der Proteingehalt der Kontrollkulturen entspricht 100 %. Die Protein-
menge von Kulturen ohne und nach 4-stündiger Entgasungszeit des Probenmaterials ist im Vergleich zur 
Kontrolle signifikant (STUDENT t-Test, p < 0,05) geringer und erhöht sich mit zunehmender Zellzahl. Nach 
16-stündiger Entgasung des Probenmaterials kein signifikanter Unterschied (STUDENT t-Test, p > 0,05) 
zwischen Prüfkultur und Kontrolle. Der Proteingehalt der Kulturen, die dem Extrakt nicht entgasten 
Materials ausgesetzt waren, ist methodisch bedingt, da auch das Protein von Zelltrümmern in der Bestim-
mung des Gesamtproteingehalts berücksichtigt wird (* = Signifikanz bei p < 0,05; STUDENT t-Test). (Mittel-
werte ± Standardabweichung) 
 
 
4.1.3 Zytotoxizität des Insulins 
 
Als Modellprotein zur Inkorporierung in degradierbare Mikrosphären wurde Insulin 
verwendet. Mit verschiedenen Verdünnungsstufen (10-1, 10-2, 10-3, 10-4, 10-5 mg Insulin/ml 
Kulturmedium) ist der konzentrationsabhängige Einfluß von Insulin auf L929-Zellkulturen 
untersucht worden. Die nachfolgend beschriebenen Ergebnisse liefern Hinweise, daß 
verschiedene Insulinkonzentrationen einen deutlich sichtbaren Einfluß auf das Wachstum 
von L929-Zellkulturen haben. 
 
 
4.1.3.1  Analyse des Zellbildes und der Zelldichte der Kulturen 
 
Kontrollkultur: Die Bewertung der Kontrollkulturen mittels Vital- und Hämalaunfärbung 
ist identisch mit den in Kap. 4.1.1.1 beschriebenen Normalparametern der unbeeinflußten 
Referenz. Die Gesamtzellzahl (vitalgefärbte Kulturen) liegt bei 0 = 721 Zellen. 
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Verdünnungsstufen: Der Insulinextrakt wirkt in allen Verdünnungsstufen zellwachs-
tumsbeeinflussend. Anhand der quantitativen Auswertung der Zelldichten (Abb. 27) sowie 
der Vital- und Hämalaunfärbungen (Abb. 28) wird ersichtlich, daß die Zelldichte mit 
abnehmender Insulinkonzentration zunimmt. 
Abb. 27: Gesamtzellzahl der L929-Zellkulturen nach 24 h Kontakt mit verschiedenen Verdünnungsstufen  
des Insulins. Die Zellzahl der Kontrollkulturen entspricht 100 %. Der Anteil toter Zellen ist in allen 
Prüfproben < 1 %. Insulinkonzentrationen > 10-3 mg Insulin/ml Medium führen zu einer signifikanten Ernie-
drigung der Zellzahl, Konzentrationen < 10-3 mg Insulin/ml Medium zu einer signifikanten Erhöhung der 
Zellzahl gegenüber der Kontrolle (* = Signifikanz bei p < 0,05; STUDENT t-Test). (Mittelwerte ± Standard-
abweichung) 
 
Die mit 72 % signifikant (STUDENT t-Test, p < 0,05) niedrigste Zelldichte im Vergleich zur 
Kontrolle haben L929-Zellkulturen, die mit einer Konzentration von 10-1 mg Insulin/ml 
Medium für 24 h inkubiert wurden. Die Zelldichten von Prüfkulturen nach Inkubation in 
10-3 mg Insulin/ml Medium unterscheiden sich nicht signifikant (STUDENT t-Test, p > 0,05) 
von der unbeeinflußten Kontrolle. Ab einer Konzentration von 10-3 mg Insulin/ml Medium 
übersteigt die mittlere Zelldichte signifikant (STUDENT t-Test, p < 0,05) die der Kontroll-
kulturen und erreicht bei einer Insulinmenge von 10-5 mg/ml 125 %. Hinsichtlich der 
Anzahl vitaler Zellen wirkt keine der gewählten Insulinkonzentrationen stark zytotoxisch. 
In allen Verdünnungsstufen sind mehr als 96 % der Zellen vital. Bezüglich der 
Zellmorphologie (Abb. 28) zeigt sich, daß sich die Zellkörper mit abnehmender Insulin-
konzentration zunehmend ausbreiten (Zellspreading) und Zellkerne vom Zytoplasma 
deutlicher zu unterscheiden sind. 
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Abb. 28: Vitalität und Wachstum der L929-Zellkulturen nach 24 h Kontakt zu Insulin in verschiedenen Ver-
dünnungsstufen (links: Vitalfärbung, rechts: Hämalaunfärbung). Der Anteil vitaler Zellen in allen Prüfkul-
turen liegt bei nahezu 100 %. Die Zelldichte nimmt mit abnehmender Insulinkonzentration (< 10-3 mg/ml) im 
Vergleich zur Kontrolle signifikant (STUDENT t-Test, p < 0,05) zu, gleichzeitig steigt der Anteil gut 
ausgebreiteter Zellen an. 
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Die Zelldichte ist ab Konzentrationen von 10-3 – 10-4 mg Insulin/ml Medium nahezu 
konfluent (Abb. 28). Der Anteil abgerundeter Zellen an der Gesamtzellzahl verringert sich 
mit abnehmender Insulinkonzentration (von etwa 70 % bei 10-1 mg Insulin/ml Medium auf 
ca. 5 % bei 10-5 mg Insulin/ml Medium). 
 
 
4.1.3.2  Analyse des Proteingehaltes der Kulturen 
 
Der Gehalt an Gesamtprotein, ermittelt durch BRADFORD-Assay, korreliert mit der Zellzahl 
der Prüfkulturen. Der signifikant (STUDENT t-Test, p < 0,05) geringste Proteingehalt mit 
90 % im Vergleich zum Referenzwert konnte bei Kulturen festgestellt werden, die 24 h mit 
einer Insulinlösung der Konzentration 10-1 mg Insulin/ml Medium inkubiert worden sind 
(Abb. 29). 
Abb. 29: Proteingehalt der L929-Zellkulturen nach 24 h Kontakt zu Insulin in verschiedenen Verdünnungs-
stufen. Die Proteingehalt der Kontrollkulturen entspricht 100 %. Die Gesamtproteinmenge korreliert mit der 
Zellzahl (vgl. Abb. 27). Der Gehalt nimmt mit abnehmender Insulinkonzentration zu und übersteigt ab einer 
Konzentration von 10-3 mg Insulin pro ml Medium signifikant den Referenzwert (* = Signifikanz bei 
p < 0,05; STUDENT t-Test). (Mittelwerte ± Standardabweichung) 
 
Mit abnehmender Insulinkonzentration steigt der Proteingehalt der L929-Zellkulturen an. 
Konzentrationen von 10-4 und 10-5 mg Insulin/ml Medium wirken wachstumsstimulierend. 
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Der mittlere Proteingehalt der Prüfkulturen unterscheidet sich signifikant (STUDENT t-Test, 
p < 0,05) vom Referenzwert der Kontrollkulturen. 
Zusammenfassend kann festgestellt werden, daß der Materialextrakt verschiedener Insulin-
konzentrationen einen deutlichen Einfluß auf das Wachstum von L929-Fibroblasten hat. 
Die Auswertung qualitativer und quantitativer Beurteilungsparameter belegt, daß Konzen-
trationen > 10-3 mg Insulin/mg Medium die Zellproliferation der Prüfkulturen unter den 
genannten Bedingungen hemmen. Demgegenüber stimulieren geringere Insulinkonzen-
trationen das Zellwachstum deutlich. 
 
 
4.2 Physikochemische Charakterisierung 
 
Die Porenstruktur der Schichten 02, 04, 06, 08, 10 und 12 ist per ESEM fotografisch 
dokumentiert (Abb. 30 und 31 A – F) worden. Für diese Untersuchung wurde eine größere 
Anzahl an Schichten gewählt, um Veränderungen in der vertikalen Struktur einer 2 cm 
dicken Kollagenplatte detailliert darstellen zu können. Zur quantitativen Bestimmung der 
geometrischen Parameter wurden, stellvertretend für den vertikalen Verlauf, Matrices aus 
einer Ober-, Mittel- und Unterschicht (02, 06, 12) verwendet. 
 
 
4.2.1  Mikrostruktur untersuchter Kollagenschwämme 
 
Die Poren der Kollagenschwämme aus unterschiedlichen Schichten weisen eine Trabekel-
struktur (Abb. 30, 31) auf. Sie sind im Umriß unregelmäßig gestaltet (rund, oval, nahezu 
rechteckig) und in allen drei Dimensionen mehr oder weniger offen. 
Abb. 30: Trabekelstruktur eines Kollagen-
fasergeflechts der Oberschicht (ESEM). Die 
Poren sind im Umriß unregelmäßig gestaltet 
und in drei Dimensionen mehr oder weniger 
offen. Sie werden stellenweise von dünnen 
Kollagenhäutchen begrenzt. Kollagenes Faser-
material mit teils anhaftenden Häutchen 
durchzieht die Poren (Pfeile). Die Trabekel-
struktur ist in allen Schichten (Ober-, Mittel-, 
Unterschicht) im vertikalen Verlauf identisch. 
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Das Porennetzwerk besitzt eine hohe Interkonnektivität. Die Poren stehen untereinander 
über dünne Kollagenhäutchen in Kontakt. Kollagenes Fasermaterial überspannt die Poren 
stellenweise und durchzieht sie auch in der Tiefe. Die Dicke der Fasern liegt zwischen 
< 1 µm bis ca. 6 µm. An den Fasern können ebenfalls dünne Häutchen haften, die sich bis 
zum Rand der Poren aufspannen (Abb. 30, Pfeile). Die Trabekelstruktur ist im vertikalen 
Verlauf in allen Schichten identisch (Abb. 31). 
Abb. 31: Elektronenmikroskopische Aufnahmen ausgewählter Schichten einer aufgespaltenen Kollagenplatte 
(A – F). Schichtdicke jeweils 1 mm. Die Porengeometrie verändert sich im vertikalen Verlauf der Platte 
(A = Schicht 02, B = 04, C = 06, D = 08, E = 10, F = 12). Porenflächen und -durchmesser nehmen von oben 
(Oberschicht 02) nach unten (Unterschicht 12) ab. (Maßstabsbalken = 100 µm) 
A B
C D
E F
Ergebnisse 
75 
Die Geometrie der Poren, quantitativ anhand der Parameter Porenfläche und maximaler 
Durchmesser einer Ober-, Mittel- und Unterschicht bestimmt, ist von der Lage (Tiefe) der 
Schicht innerhalb der Kollagenplatte abhängig (Abb. 31 A – F, LAU et al. 2003). 
Beide Parameter nehmen im vertikalen Verlauf der Platte von oben (Oberschicht 02) nach 
unten (Unterschicht 12) ab. Der Mittelwert der Porenflächen in der Oberschicht liegt bei 
1804 µm2 bei einem mittleren Durchmesser von 56 µm (Mittelschicht: 676 µm2, 35 µm; 
Unterschicht: 282 µm2, 32 µm) (Tabelle 5). Dadurch bedingt ist die Anzahl an Poren pro 
Fläche in Schicht 02 geringer als in Schicht 12. Dieses Ergebnis spiegelt sich auch in der 
Abnahme der Porosität der Schichten wider. Der Anteil der Porenflächen im Verhältnis zur 
Gesamtfläche nimmt im vertikalen Verlauf von oben nach unten ab (von 80 % auf 69 %), 
die Fläche des Kollagenfasergeflechtes dementsprechend zu. 
Tabelle 5: Geometrische Daten ausgewählter Schichten des Kollagenfasergeflechts Typ Matristypt. Mittlere 
Porenflächen sowie Durchmesser nehmen im vertikalen Verlauf einer ursprünglich 2 cm dicken Kollagen-
platte von oben (Schicht 02) nach unten (12) ab. Der Formfaktor unterscheidet sich zwischen den Schichten 
nicht signifikant (one factor-ANOVA, p > 0,05). Porosität bezeichnet das Verhältnis von Porenflächen zur 
Gesamtfläche. Die Porosität nimmt von oben nach unten ab, das Kollagenfasergeflecht nimmt immer mehr 
an Fläche ein. (0 = Mittelwert, SD = Standardabweichung) 
Schicht Fläche Durchmesser Formfaktor Porosität Anzahl 
(Dicke 1 mm) 0 [µm2] 
(min – max) 
0 [µm] 
(min – max) 
0 
 (SD) 
[%] [n] 
Oberschicht (02) 1804 (64 – 17.255) 
56 
(8 – 178) 
0,47 
(0,15) 
80 208 
Mittelschicht (06) 676 (63 – 6.968) 
35 
(9 – 159) 
0,49 
(0,17) 
72 278 
Unterschicht (12) 282 (30 – 2305) 
23 
(7 – 71) 
0,48 
(0,18) 
69 579 
 
Die Quantifizierung der Parameter Porenfläche, Durchmesser und Formfaktor der Poren ist 
für eine Ober-, Mittel- und Unterschicht in den Abb. 32 – 36 grafisch dargestellt. Die geo-
metrischen Daten zu Fläche und Durchmesser sind in Größenklassenbereiche eingeteilt. 
Anhand der ermittelten Daten kann festgehalten werden, daß die dreidimensionale Aus-
dehnung der Poren aus einer Ober-, Mittel- und Unterschicht mit der Tiefe innerhalb einer 
Kollagenplatte abnimmt. 
Hinsichtlich der Porenflächen sind nachfolgend beschriebene Unterschiede zwischen den 
exemplarisch gewählten Schichten (Abb. 32 und 33) feststellbar.  
Oberschicht 02: Die Porenflächen in dieser Schicht sind unregelmäßig über die Größen-
klassen verteilt. Jeder Bereich ist mit einer geringen Anzahl an Poren vertreten. Vermehrt 
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feststellbar sind Poren der Klassen 201 – 300 µm2 (n = 13, entsprechend einem Anteil von 
6 %), 401 – 500 µm2 (n = 16, 8 %), 901 – 1000 µm2 (n = 12, 6 %), 2001 – 2500 µm2 
(n = 17, 8 %) und > 5000 µm2 (n = 13, 6 %) (Abb. 32 und 33). Schicht 02 ist gegenüber 
den Schichten 06 und 12 durch einen hohen Anteil an Poren mit Flächen > 2000 µm2 
gekennzeichnet. 31 % (n = 66) der vermessenen Porenflächen dieser Schicht liegen in 
diesem Größenklassenbereich. 
Abb. 32: Größenklassenverteilung und Anzahl der Porenflächen einer Ober-, Mittel- und Unterschicht. 
Unregelmäßige Verteilung der Porenflächen in Schicht 02 über die Größenklassenbereiche. In Schicht 12 
dagegen Häufung der Anzahl an Flächen im Größenbereich von < 100 µm2 bis 500 µm2. 
 
Mittelschicht 06: Die Porenflächen sind auch in dieser Schicht relativ ungleichmäßig über 
die Größenklassenbereiche verteilt. Jedoch ist die Anzahl und der Anteil an Flächen 
< 900 µm2 im Vergleich zur Oberschicht höher. Poren mit Flächen zwischen 101 µm2 
und 300 µm2 (n = 79, 29 %) sowie zwischen 601 und 800 µm2 (n = 41, 15 %) treten in 
dieser Schicht vermehrt auf. Poren mit Flächen > 2000 µm2 (n = 12, 3 %) sind im 
Gegensatz zur Oberschicht (n = 66, 31 %) nur noch vereinzelt zu finden. 
Unterschicht 12: In dieser Schicht liegen die meisten Porenflächen in dem Größen-
klassenbereich < 100 µm2 bis 500 µm2 (insgesamt 495 von 579 Poren (85 %) haben eine 
Fläche < 500 µm2), wobei der Schwerpunkt im Flächenbereich zwischen 101 µm2 und 
200 µm2 liegt. Der Anteil in der Größenklasse 101 – 200 µm2 beträgt alleine 30 % 
(n = 175). Porenflächen > 1101 µm2 sind nur in Einzelfällen nachgewiesen worden. 
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Abb. 33: Größenklassenverteilung und Anteil der Porenflächen einer Ober-, Mittel- und Unterschicht. Der 
Anteil von Porenflächen < 400 µm2 nimmt von der Oberschicht (02) bis zur Unterschicht (12) im vertikalen 
Verlauf einer aufgespaltenen Kollagenplatte zu. 
 
Unterschiede im vertikalen Verlauf der Kollagenplatte sind ebenfalls bei den Porendurch-
messern der Ober-, Mittel- und Unterschicht feststellbar (Abb. 34 und 35).  
Abb. 34: Größenklassenverteilung und Anzahl der Porendurchmesser einer Ober-, Mittel- und Unterschicht. 
Jede Schicht hat in bestimmten Größenbereichen eine maximale Anzahl an Poren (Schicht 02: 41 – 60 µm, 
Schicht 06: 21 – 40 µm, Schicht 12: 11 – 30 µm). Mit zunehmender Schichttiefe verschiebt sich dieses 
Maximum zu Poren mit geringeren Durchmessern.  
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In der Oberschicht 02 treten vermehrt Poren mit einem Durchmesser im Größenklassen-
bereich von 41 µm bis 60 µm auf (n = 66, 32 %) (Abb. 34 und 35). Durchschnittlich 
messen die Poren dieser Schicht 56 µm (Tabelle 5). Dieses Maximum verschiebt sich in 
Richtung der Unterschicht zu Poren mit geringeren Durchmessern. Der Hauptanteil der 
Poren in der Mittelschicht 06 hat einen Durchmesser im Größenklassenbereich zwischen 
21 µm und 40 µm (n = 145, 52 %). Die Poren messen durchschnittlich 35 µm. In der 
Unterschicht 12 dagegen haben 82 % der Poren (n = 476) einen Durchmesser im Bereich 
von 11 µm bis 30 µm (Mittelwert 23 µm). 
Abb. 35: Größenklassenverteilung und Anteil der Porendurchmesser einer Ober-, Mittel- und Unterschicht. 
Den größten Anteil in der Oberschicht haben Poren mit Durchmessern von 41 - 60 µm (32 %), in der Mittel-
schicht von 21 - 40 µm (52 %), in der Unterschicht von 11 - 30 µm (82 %). 
 
Im Gegensatz zur Porenfläche und -durchmesser (Abb. 32 – 35), existieren bezüglich des 
Formfaktors der Poren keine Unterschiede im vertikalen Verlauf einer Kollagenplatte 
(Abb. 36). Der Formfaktor als Funktion der Fläche und des Umfangs unterscheidet sich 
zwischen den Schichten nicht signifikant (one factor-ANOVA, p > 0,05) und liegt in der 
Oberschicht bei 0,47, in der Mittelschicht bei 0,49 und Unterschicht bei 0,48.  
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Abb. 36: Formfaktor (FF) einer Ober-, Mittel- und Unterschicht 
des Kollagenfasergeflechts Matristypt aus der Produktions-
charge L226911. Für die Schichten 02, 06 und 12 nimmt der FF 
den Mittelwert von 0,47 (SD=0,15), 0,49 (SD=0,17) und 0,48 
(SD=0,18) an. Im vertikalen Verlauf einer ursprünglich 2 cm 
dicken Kollagenplatte ist in der Rundheit der Poren kein 
signifikanter Unterschied (one factor-ANOVA, p > 0,05) 
zwischen Ober- und Unterschicht feststellbar. (Mittelwerte ±  
Standardabweichung) 
 
 
4.2.2  Wasseraufnahmekapazität und Wasseranteil  
 
Die Speicherkapazität von Flüssigkeiten (Blut, Wundsekret) ist in vitro mit der Aufnahme 
von A. bidest. simuliert worden. Kollagenschwämme der Schichten 02, 06 und 12 (Kanten-
länge je 1 cm, Dicke 1 mm) sind in das Medium eingetaucht und das Trocken- sowie das 
Feuchtgewicht nach 30 Sekunden und einer Stunde Verweildauer bestimmt worden. 
Das Trockengewicht der Schwämme (Initialgewicht) liegt im Mittel zwischen 2,50 mg 
(Oberschicht 02) und 2,60 mg (Unterschicht 12) (Tabelle 6 und Abb. 37, linke Ordinate). 
Anhand der mittleren Feuchtgewichte kann eine unterschiedliche Wasseraufnahmekapa-
zität zwischen den Schichten verschiedener Porengrößen bestimmt werden. 
Tabelle 6: Mittlere Trocken- und Feuchtgewichte sowie Wasseraufnahmekapazität und Wasseranteil von 
Kollagenschwämmen der Ober-, Mittel- und Unterschicht (02, 06, 12). (Standardabweichungen in runden 
Klammern, n = 5 pro Probe, Feuchtgewichte nach 30 Sekunden und 1 h in A. bidest.) 
Schicht Gewicht 
[mg] 
Aufnahmekapazität
[mg H2O/mg Kollagen] 
Wasseranteil 
[%] 
 trocken feucht 30 s feucht 1 h 30 s 1 h 30 s 1 h 
02 2,50 (0,07) 
78,55 
(1,02) 
81,81 
(4,52) 
31 
(1,17) 
33 
(2,27) 
96,8 
(0,12) 
96,9 
(0,21) 
06 
2,56 
(0,08) 
90,53 
(1,52) 
91,97 
(4,57) 
35 
(1,36) 
36 
(2,29) 
97,2 
(0,11) 
97,2 
(0,17) 
12 2,60 (0,10) 
92,60 
(3,53) 
97,69 
(4,52) 
36 
(0,21) 
38 
(1,73) 
97,2 
(0,02) 
97,3 
(0,12) 
 
Die mittleren Feuchtgewichte der Schwämme nehmen von der Oberschicht 02 in Richtung 
der Unterschicht 12 zu (Abb. 37, linke Ordinate). 
U
AFF π4= 2 
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Abb. 37: Trocken- und Feuchtgewichte sowie Wasseraufnahmekapazität der Kollagenschwämme aus unter-
schiedlichen Schichten. Das Trockengewicht der Schwämme (linke Ordinate) liegt zwischen 2,50 mg 
(Schicht 02) und 2,60 mg (Schicht 12). Zwischen 30 s und 1 h Verweildauer der Matrices in A. bidest. ist 
eine nicht signifikante (two factor-ANOVA, p > 0,05) Zunahme des Feuchtgewichtes innerhalb der jewei-
ligen Schichten feststellbar. Die Wasseraufnahmekapazität (rechte Ordinate) der kleinporigen Unterschicht 
(Schicht 12) beträgt nach 1 h im Mittel 38 mg Wasser/mg Kollagen. Sowohl nach 30 s als auch nach 1 h Ein-
lagerung in A. bidest. können Matrices dieser Schicht 5 mg Wasser mehr adhäsiv binden (signifikant bei 
p < 0,05, two factor-ANOVA) als Schwämme der Oberschicht 02. (n = 5/Probe, Mittelwerte ± Standardab-
weichung) 
 
Nach 30 s Verweildauer beträgt das Feuchtgewicht von Proben aus der Oberschicht 
78,55 ± 1,02 mg und steigt in Richtung Unterschicht signifikant (two factor-ANOVA, 
p < 0,05) auf 92,60 ± 3,53 mg an. Im Hinblick auf die Wasseraufnahmekapazität (aufge-
nommene Menge an Wasser pro mg Kollagen) der unterschiedlichen Schichten zeigt sich, 
daß die Oberschicht 02 nach 30 s Verweildauer ca. 31 ± 1,17 mg Wasser pro mg Kollagen 
bindet (Abb. 37, rechte Ordinate). Die Unterschicht kann nach gleicher Prozeßführung 
hingegen 36 ± 0,21 mg H2O pro mg Kollagen zurückhalten. Der Unterschied von ca. 5 mg 
H2O/mg Kollagen ist mit p < 0,05 statistisch signifikant (two factor-ANOVA). Eine Ver-
längerung der Verweildauer von 30 s auf 1 h führt in allen Schichten zu einer nicht 
signifikanten (two factor-ANOVA, p > 0,05) Erhöhung der Wasseraufnahmekapazität um 
ca. 1 – 2 mg H2O/mg Kollagen. Zusammenfassend kann festgestellt werden, daß Matrices 
der kleinporigen Unterschicht 12 vermutlich aufgrund von Kapillareffekten sowohl nach 
30-sekündiger als auch nach 1-stündiger Einlagerung in A. bidest. signifikant (two factor-
ANOVA, p < 0,05) mehr Wasser adhäsiv binden können als Schwämme der Schicht 02. 
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Der Wasseranteil (gemäß Gleichung 3, Kap. 3.2.3.2) am Feuchtgewicht der Schwämme 
liegt in jeder Schicht und zu jedem Entnahmezeitpunkt bei etwa 97 % (Abb. 38, Tabelle 6). 
In der Oberschicht 02 ist der Wasseranteil am Feuchtgewicht sowohl nach 30-sekündiger 
als auch nach 1-stündiger Einlagerung signifikant (two factor-ANOVA, p < 0,05) geringer 
als in der Mittel- und Unterschicht (06 und 12).  
Abb. 38: Wasseranteil der Kollagenschwämme aus unterschiedlichen Schichten nach 30 s und 1 h in A. 
bidest. Der Wasseranteil in den feuchten Schwämmen aus allen Schichten liegt bei ca. 97 %. Zwischen 30 s 
und 1 h Verweildauer bei jeder Schicht eine geringe, nicht signifikante (two factor-ANOVA, p > 0,05) 
Erhöhung des Wasseranteils feststellbar (n = 5/Probe). Wasseranteil am Feuchtgewicht in Schicht 02 sowohl 
nach 30 s als auch nach 1 h Einlagerung signifikant (two factor-ANOVA, p < 0,05) geringer als in Schicht 06 
und 12. (Mittelwerte ± Standardabweichung) 
 
 
4.2.3  In vitro-Degradation der kollagenen Matrices 
 
Anhand von Kollagenschwämmen des Typs Matristypt ist das Abbauverhalten in vitro 
untersucht worden. Probenstücke aus einer Ober-, Mittel- und Unterschicht (Kantenlänge 
1 cm, Dicke 1 mm) in verschiedenen Sterilitätsformen (unsteril, γ- und Plasma-steril) sind 
in drei Medien (A. bidest., Komplettmedien für humane und bovine Endothelzellen) 
eingelegt und im Brutschrank unterschiedlich lang (1, 6, 12 und 18d) inkubiert worden. 
Die Degradation der Schwämme in den einzelnen Medien wird anhand des Trocken-
gewichts der Restmatrix bestimmt und als prozentualer Anteil vom Ausgangsgewicht 
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dargestellt. Das Ausgangsgewicht der untersuchten Matrices entspricht 100 %. Aufgrund 
ähnlicher Degradationsverläufe der verschiedenen Schichten wird nachfolgend exempla-
risch der Abbau der Mittelschicht dargestellt. Abbildungen für die Degradation der Ober- 
und Unterschicht, auf die in den folgenden Unterkapiteln Bezug genommen wird, befinden 
sich im Anhang (Abb. I bis VI). Für einen Vergleich sind sie an den entsprechenden 
Stellen der Unterkapitel zu verwenden. 
 
 
4.2.3.1  Degradation in A. bidest. 
 
Das Trockengewicht von Kollagenschwämmen der Mittelschicht (06), die in A. bidest. 
inkubiert worden sind, verringert sich in den beobachteten Inkubationszeiträumen 
(Abb. 39) signifikant (two factor-ANOVA, p < 0,05). Der Gewichtsverlust ist abhängig 
von der Sterilität (unsteril, γ- oder Plasma-steril) der Probe. 
Abb. 39: In vitro-Degradation in A. bidest. der Mittelschicht 06 in unsterilem Zustand sowie nach γ- und 
Plasma-Sterilisation. Das Trockengewicht hat bei allen Proben nach 18-tägiger Verweildauer in A. bidest. 
signifikant abgenommen (two factor-ANOVA, p < 0,05). Stagnation der Degradation bei unsterilen Matrices 
der Mittelschicht nach 6 d Verweildauer, bei γ- und Plasma-sterilen Proben ab 12 d Inkubation (two factor-
ANOVA, p > 0,05). (Ausgangsgewicht = 100 %, Mittelwerte ± Standardabweichung) 
 
Das Trockengewicht unsteriler Matrices der Mittelschicht beträgt nach 1-tägiger 
Inkubation etwa 94 % vom Ausgangsgewicht (two factor-ANOVA, p < 0,05). Im Inkuba-
tionszeitraum von 6 – 18 Tagen stagniert die weitere Matrixdegradation. Das Gewicht 
n = 5/Probe
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bleibt konstant bei nahezu 86 % des Ausgangsgewichtes. Ein ähnliches Degradationsver-
halten kann bei γ-sterilen Matrices festgestellt werden, jedoch ist der Trockengewichts-
verlust stärker ausgeprägt. Das Trockengewicht nach 1-tägiger Inkubation liegt bei ca. 
72 % und nimmt signifikant (two factor-ANOVA, p < 0,05) bis zu einer Verweildauer von 
18 Tagen auf etwa 46 % des Ausgangsgewichtes ab. Zwischen 12- und 18-tägiger 
Verweildauer ist kein weiterer Trockengewichtsverlust nachweisbar. Plasma-sterile Proben 
der Mittelschicht degradieren in den beobachteten Inkubationszeiträumen signifikant 
weniger als γ-sterile Schwämme, jedoch signifikant mehr als die unsterilen Matrices (two 
factor-ANOVA, p < 0,05). Nach 1- bis 18-tägiger Lagerung in A. bidest. nimmt das 
Trockengewicht der Schwämme von etwa 87 % auf ca. 72 % im Vergleich zum 
Ausgangsgewicht signifikant ab (two factor-ANOVA, p < 0,05). 
 
Ein der Mittelschicht ähnlicher Degradationsverlauf liegt auch bei der Ober- und 
Unterschicht vor. Die Meßwerte dieser Versuchsreihen sind den Abbildungen I und II im 
Anhang zu entnehmen. 
 
 
4.2.3.2  Degradation in Komplettmedium für humane Endothelzellen 
 
Die Einlagerung von Kollagenschwämmen aus der Mittelschicht 06 in Medium für 
humane Endothelzellen (HUVEC) führt in vitro zu einer Verringerung des Trockenge-
wichts der Matrices (Abb. 40). Die Sterilitätsform der eingelagerten Schwämme (unsteril, 
γ- oder Plasma-steril) beeinflußt den Grad der Degradation. 
Nach einem Inkubationstag beträgt das Trockengewicht unsteriler Matrices der Mittel-
schicht etwa 98 % vom Ausgangsgewicht. Bis zu einer Inkubationsdauer von 18 Tagen 
sinkt das Trockengewicht signifikant (two factor-ANOVA, p < 0,05) auf ca. 83 % ab. Bei 
γ-sterilen Schwämmen der untersuchten Schicht 06 ist eine signifikante (two factor-
ANOVA, p < 0,05) Trockengewichtsabnahme auf ca. 76 % nach 1-tägiger Inkubations-
dauer feststellbar. Das Trockengewicht sinkt signifikant (two factor-ANOVA, p < 0,05) 
auf etwa 60 % nach 6-tägiger Lagerung in diesem Medium und bleibt bis zu einer 
Verweildauer von 18 Tagen nahezu auf diesem Niveau. Die Abnahme des Trockenge-
wichts Plasma-steriler Schwämme der Mittelschicht verläuft ähnlich progressiv wie die 
unsteriler Proben. Zwischen 1- und 18-tägiger Verweildauer im Zellkulturmedium sinkt 
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das Trockengewicht signifikant (two factor-ANOVA, p < 0,05) von etwa 89 % auf 75 % 
des Ausgangsgewichtes. Die Degradation Plasma-steriler Proben der Mittelschicht ist zu 
jeder Entnahme signifikant stärker als die unsteriler Matrices, jedoch signifikant geringer 
als die γ-steriler Schwämme (two factor-ANOVA, p < 0,05). 
Abb. 40: In vitro-Degradation in Medium für humane Endothelzellen (HUVEC) der Mittelschicht 06 in 
unsterilem Zustand sowie nach γ- und Plasma-Sterilisation. Fortschreitender, signifikanter (two factor-
ANOVA, p < 0,05) Abbau unsteriler und Plasma-steriler Matrices bis zu 18 d Inkubation. Stagnation der 
Degradation γ-steriler Proben nach 12 d. (Ausgangsgewicht = 100 %, Mittelwerte ± Standardabweichung) 
 
Matrices der Ober- und Unterschicht zeigen einen der Mittelschicht vergleichbaren Degra-
dationsverlauf. Die Daten sind in den Abbildungen III und IV des Anhangs dargestellt. 
 
 
4.2.3.3  Degradation in Komplettmedium der Endothelzellinie GM7373 
 
Kollagenschwämme der Mittelschicht verlieren im Komplettmedium für GM7373-Zellen 
ausschließlich nach 1-tägiger Inkubation signifikant (two factor-ANOVA, p < 0,05) an 
Trockengewicht (Abb. 41). Die Höhe des anfänglichen Gewichtsverlustes variiert mit der 
Sterilitätsform der Matrices. Zwischen 6- und 18-tägiger Verweildauer in diesem Zell-
kulturmedium erhöht sich das Trockengewicht der Schwämme nahezu kontinuierlich und 
übersteigt bei unsterilen und Plasma-sterilen Proben das Ausgangsgewicht signifikant (two 
factor-ANOVA, p < 0,05). 
n = 5/Probe
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Unsterile Matrices der Mittelschicht haben nach 1-tägiger Inkubation mit etwa 96 % ein 
signifikant (two factor-ANOVA, p < 0,05) niedrigeres Trockengewicht im Vergleich zum 
Ausgangsgewicht. Mit fortschreitender Inkubationsdauer nimmt das Trockengewicht signi-
fikant (two factor-ANOVA, p < 0,05) auf ca. 128 % nach 18-tägiger Verweildauer zu. Bei 
γ-sterilisierten Matrices wird nach 1-tägiger Lagerung in diesem Medium ein Trocken-
gewicht von ca. 72 % bestimmt, das auf etwa 88 % nach 18-tägiger Inkubationsdauer 
signifikant (two factor-ANOVA, p < 0,05) ansteigt. Trotz Zunahme des Gewichts kann 
dennoch ein absoluter, signifikanter (two factor-ANOVA, p < 0,05) Trockengewichts-
verlust im Vergleich zum Ausgangsgewicht festgehalten werden. Die Gewichtsänderungen 
Plasma-steriler Proben der Mittelschicht ähneln denen der unsterilen Matrices. Nach 
anfänglichem, signifikantem (two factor-ANOVA, p < 0,05) Trockengewichtsverlust (auf 
93 % Restgewicht nach einem Inkubationstag im Vergleich zum Ursprungsgewicht), steigt 
das Gewicht mit zunehmender Verweildauer (18 d) in diesem Medium kontinuierlich und 
statistisch signifikant (two factor-ANOVA, p < 0,05) auf ca. 119 % bezogen auf das 
Ausgangsgewicht. 
Abb. 41: In vitro-Degradation in Medium für die Endothelzellinie GM7373 der Mittelschicht 06 in unsteri-
lem Zustand sowie nach γ- und Plasma-Sterilisation. Signifikanter (two factor-ANOVA, p < 0,05) Trocken-
gewichtsverlust nach 1 d Verweildauer bei allen Sterilisationsformen nachweisbar. Nach längeren Inku-
bationszeiträumen signifikante (two factor-ANOVA, p < 0,05) Zunahme des Trockengewichtes meßbar. 
Trockengewicht bei unsterilen Proben ist ab 6-tägiger, bei Plasma-sterilen Proben ab 12-tägiger Inkubation 
signifikant (two factor-ANOVA, p < 0,05) höher als das Ausgangsgewicht. (Ausgangsgewicht = 100 %, 
Mittelwerte ± Standardabweichung) 
 
n = 5/Probe
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Bei Kollagenschwämmen der Ober- und Unterschicht ist ein ähnlicher Verlauf der 
Trockengewichtsänderung nach Einlagerung in GM7373-Medium feststellbar. Die Daten 
sind in den Abbildungen V und VI des Anhangs zusammengefaßt. 
 
 
4.3 Besiedlung der Kollagenmatrices in vitro 
 
Die proliferative Wirkung der Kollagenfasergeflechte ist in vitro mit drei Zellinien unter 
verschiedenen Kultivierungs- und Besiedlungsbedingungen untersucht worden. Dazu 
wurde die Eindringtiefe (Invasionstiefe) der Zellen in die dreidimensionale Struktur der 
Matrices bestimmt. Die Invasionstiefe ist von der Porengröße und Modifikation der 
Schwämme, von der Zellinie sowie von der Inkubationsmethode abhängig. In den Dia-
grammen der folgenden Kapitel ist der Mittelwert sowie die dazugehörige Standard-
abweichung (SD) der Eindringtiefe dargestellt. 
 
 
4.3.1  Besiedlung nicht modifizierter Matrices unter statischen 
Kulturbedingungen 
 
Nicht modifizierte Kollagenschwämme einer Ober-, Mittel- und Unterschicht sind mit drei 
Zellinien (L929-Fibroblasten, GM7373-Endothelzellen, PC12-neuroektodermale Zellen) in 
2 Ansätzen besiedelt und anschließend unter statischen Kultivierungsbedingungen im Be-
gasungsbrutschrank (37 °C, 5 % CO2) für 1, 6, 12 und 18 Tage inkubiert worden. Besiedelt 
wurden sowohl trockene (Ursprungszustand) als auch Medium-feuchte Schwämme. 
 
 
4.3.1.1  Besiedlung mit L929-Fibroblasten 
 
L929-Zellen, die auf trockene Kollagenschwämme aufgetragen werden, wachsen zwischen 
1 d und 12 d Verweildauer signifikant (two factor-ANOVA, p < 0,05) tiefer in die drei-
dimensionale Matrixstruktur aller Schichten ein (Abb. 42). Bei längerer Inkubationszeit 
(12 bis 18 d) stagniert das Einwachsen in allen drei Schichten (two factor-ANOVA, 
p > 0,05). Die Invasion der Zellen wird von der Porengröße beeinflußt. Besonders auffällig 
Ergebnisse 
87 
tritt dieser Einfluß nach 1 d Verweildauer in Erscheinung. Während bei der großporigen 
Oberschicht 02 Zellen bis in fast 40 % (38 ± 3 %) der Matrixdicke nachweisbar sind, ist 
die mittlere Invasionstiefe in die kleinporige Unterschicht 12 bei 3 ± 3% signifikant (two 
factor-ANOVA, p < 0,05) geringer. Die Proliferation in die Mittelschicht 06 nimmt mit 
19 ± 5 % eine im Vergleich zur Ober- und Unterschicht zu beiden Seiten signifikante (two 
factor-ANOVA, p < 0,05) Mittelstellung ein. Nach 06, 12 und 18 Tagen Verweildauer 
besteht jedoch zwischen Ober- und Mittelschicht kein signifikanter (two factor-ANOVA, 
p > 0,05) Unterschied mehr in der Eindringtiefe. Das zelluläre Einwachsen in Schicht 12 
erreicht nach 12- bis 18-tägiger Verweildauer eine Tiefe von etwa 30 % der Matrixdicke, 
wohingegen Ober- und Mittelschicht mit etwa 50 % jeweils signifikant (two factor-
ANOVA, p < 0,05) tiefer durchdrungen werden. 
Die Zelldichte von L929-Zellen beträgt nach 18 d Inkubation auf der Oberfläche von 
Schwämmen der Mittelschicht ca. 20.000 Zellen/mm2 (Abb. 43). 
Abb. 42: Zelluläres Einwachsen von L929-Mausfibroblasten in nicht modifizierte Matrices (Eindringtiefe in 
% der Matrixdicke). Statische Kultivierungsbedingungen (stat) im Begasungsbrutschrank (37 °C, 5 % CO2). 
Zugabe der Zellsuspension auf trockene Kollagenschwämme (dry) im Ursprungszustand. Die Zellen wachsen 
zwischen 1- und 12-tägiger Verweildauer in allen Schichten signifikant (two factor-ANOVA, p < 0,05) tiefer 
ein. Nach 18 Tagen Verweildauer signifikante (two factor-ANOVA, p < 0,05) Unterschiede in der 
Durchdringung von Ober- und Unterschicht. (Mittelwerte ± Standardabweichung) 
 
Die Zellen liegen in mehreren Schichten übereinander. Sie sind aufgrund der hohen 
Zelldichte stark abgekugelt. Das offenporige Kollagenfasergeflecht ist unter den Zellen 
nicht mehr erkennbar. 
(n = 3/Schicht)
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Abb. 43: Wachstum von L929-Mausfibroblasten auf der Mittelschicht (ESEM) nach trockener Besiedlungs-
methode. Verweildauer 18 d unter statischen Kultivierungsbedingungen (37 °C, 5 % CO2). Die Detail-
aufnahme (rechts) zeigt, daß die Zellen aufgrund der hohen Zelldichte (ca. 20.000 Zellen/mm2) stellenweise 
in mehreren Schichten übereinander wachsen. Die Zellkörper sind in Folge der hohen Zellzahl abgekugelt. 
Die Porenstruktur des Schwammes ist unterhalb der Zellen nicht erkennbar. 
 
Abbildung 44 zeigt anhand vitalgefärbter L929-Zellkulturen die Besiedlung der Schichten 
02, 06 und 12 in Abhängigkeit von der Verweildauer.  
 
Die Zelldichte auf der Oberfläche der Schicht 12 ist nach 1-tägiger Inkubation aufgrund 
geringerer Porengröße höher als auf den Schichten 02 und 06. Dieser Zustand bleibt bis zu 
einer Inkubationsdauer von 6 d erhalten. Die Kollagenmatrix der Unterschicht ist fast 
vollständig überwachsen, die Zellkörper sind aufgrund hoher Zelldichte abgekugelt. Im 
Gegensatz dazu sind in der Ober- und Mittelschicht deutlich vermehrt Bereiche erkennbar, 
in denen sich die Zellen entlang der Porenränder anordnen und die Öffnungen noch nicht 
überwachsen haben (Abb. 44, Pfeile). Ab einer Verweildauer von 12 Tagen ist an der 
Oberfläche kein Unterschied in der Besiedlung der Matrices aus verschiedenen Schichten 
erkennbar. Nur vereinzelt bleiben in allen Schichten wenige Poren offen, die nicht von den 
Zellen überwachsen sind. 
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Abb. 44: Besiedlung einer Ober-, Mittel- und Unterschicht mit L929-Mausfibroblasten in Abhängigkeit von 
der Verweildauer in Zellkultur (Vitalfärbung, trockene Besiedlungsmethode). Die Zelldichte auf der Ober-
fläche nimmt in jeder Schicht mit fortschreitender Inkubationszeit zu. In Abhängigkeit von der Porengröße 
(Lage der Schicht im vertikalen Verlauf der Kollagenplatte) ist die Zelldichte bei gleicher Verweildauer auf 
der Oberfläche von Matrices der Unterschicht höher als auf der Oberschicht. Dementsprechend nehmen 
Bereiche, in denen sich die Zellen entlang der Porenränder anordnen und die Öffnungen noch nicht 
überwachsen haben, von der Ober- in Richtung der Unterschicht ab (Pfeile). 
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Die Besiedlung von Schwämmen, die vor Zugabe der L929-Zellsuspension mit Medium 
durchfeuchtet waren, ist ebenfalls von Porengröße und Inkubationszeit (Abb. 45) abhängig. 
Abb. 45: Zelluläres Einwachsen von L929-Mausfibroblasten in nicht modifizierte Matrices (Eindringtiefe in 
% der Matrixdicke). Statische Kultivierungsbedingungen (stat) im Begasungsbrutschrank (37 °C, 5 % CO2). 
Zugabe der Zellsuspension auf Medium-feuchte Kollagenschwämme (wet). Verweildauer der Schwämme in 
Zellkultur 1, 6, 12 und 18 Tage. Zwischen 1 d und 12 d Verweildauer dringen die Zellen signifikant (two 
factor-ANOVA, p < 0,05) tiefer in die Ober- im Vergleich zur Unterschicht ein. (Mittelwerte ± Standard-
abweichung) 
 
Nach einem Inkubationstag entspricht das Einwachsverhalten in Medium-feuchte Matrices 
der Ober- und Mittelschicht tendenziell dem der Besiedlung trockener Matrices (Abb. 42). 
In der Unterschicht sind jedoch Zellen nach feuchter Besiedlungstechnik in einer Tiefe von 
10 ± 3 % (gegenüber 3 ± 3 % bei trockener Besiedlung, signifikant mit p < 0,05 STUDENT 
t-Test) nachweisbar. Bei längerer Inkubationszeit durchdringen die Zellen diese Schicht im 
Mittel bis zu ca. 40 % der Matrixdicke im Vergleich zu etwa 30 % (Unterschied nicht 
signifikant mit p > 0,05 STUDENT t-Test) nach trockener Besiedlungsmethode. 
Im Vergleich zur 1-tägigen Verweildauer dringen die Zellen bis zu einer 12-tägigen 
Inkubation in Zellkultur in allen Schichten signifikant (two factor-ANOVA, p < 0,05) 
tiefer in die Matrices ein (nach 12 d bis zu 57 ± 14 % in Schicht 02, 52 ± 9 % in Schicht 06 
und 42 ± 7 % in Schicht 12) (Abb. 45). Die Invasionstiefe bleibt in den jeweiligen 
Schichten im Inkubationszeitraum von 12 – 18 Tagen nahezu konstant (two factor-
ANOVA, p > 0,05). Nach 12 Tagen in Zellkultur unterscheiden sich die mittleren 
(n = 3/Schicht)
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Eindringtiefen in Ober- und Unterschicht signifikant (two factor-ANOVA, p < 0,05), nach 
18 d ist der signifikante Unterschied nicht mehr nachweisbar. 
 
 
4.3.1.2  Besiedlung mit GM7373-Endothelzellen 
 
Das Einwachsen von GM7373-Zellen in nicht modifizierte Matrices einer Ober-, Mittel- 
und Unterschicht erfolgt in allen Schichten nahezu progressiv mit fortschreitender 
Inkubationszeit (Abb. 46 – 49). 
Bei der Besiedlung trockener Matrices ist nach einem Inkubationstag ein deutlicher 
Unterschied in der Eindringtiefe der Zellen in die Schichten feststellbar (Abb. 46). 
Abb. 46: Zelluläres Einwachsen von GM7373-bovinen Endothelzellen in nicht modifizierte Matrices 
(Eindringtiefe in % der Matrixdicke). Statische Kultivierungsbedingungen (stat) im Begasungsbrutschrank 
(37 °C, 5 % CO2). Zugabe der Zellsuspension auf trockene Kollagenschwämme (dry) im Ursprungszustand. 
Zu jeder Verweildauer ist die Eindringtiefe der Zellen in die Oberschicht signifikant (two factor-ANOVA, 
p < 0,05) größer als in die Unterschicht. (Mittelwerte ± Standardabweichung) 
 
Die Zellen sind mit 41 ± 6 % signifikant (two factor-ANOVA, p < 0,05) tiefer in die 
Oberschicht eingedrungen als in die Mittelschicht (19 ± 7 %) und Unterschicht (7 ± 2 %). 
Mit fortschreitender Inkubationszeit gleicht sich der Invasionsgrad in Ober- und Mittel-
schicht an und ist nach 6-tägiger Verweildauer nicht mehr signifikant (two factor-ANOVA, 
p > 0,05). Nach 18 Tagen liegt die gemittelte Eindringtiefe in beide Schichten bei ca. 50 %.  
(n = 3/Schicht)
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Im Vergleich zur Oberschicht dringen die Zellen zu allen Entnahmezeitpunkten signifikant 
geringer (two factor-ANOVA, p < 0,05) in die Unterschicht ein. Proliferierende Zellen 
sind nach 18-tägiger Verweilzeit in 50 ± 7 % der Matrixdicke der Oberschicht und 
35 ± 7 % in der Unterschicht nachweisbar. 
 
Abbildung 47 zeigt GM7373-Zellen nach 18-tägiger Inkubation auf der Mittelschicht unter 
statischen Kultivierungsbedingungen. Die Zellen auf der Oberfläche wachsen entlang der 
vorgegebenen Kollagenstruktur. Sie sind flach ausgebreitet und überwachsen die Poren nur 
an wenigen Stellen. Hohlräume der Poren werden durch die Endothelzellen ausgekleidet. 
Die poröse Oberfläche der Kollagenschwämme bleibt auch nach 18-tägiger Inkubationszeit 
in Zellkultur deutlich sichtbar. 
 
Abb. 47: Wachstum von GM7373-Zellen auf der Mittelschicht (ESEM) nach trockener Besiedlungsmethode. 
Verweildauer 18 d unter statischen Kultivierungsbedingungen (37 °C, 5 % CO2). Die Detailaufnahme (rechts) 
zeigt, daß die Zellen entlang der Porenstrukturen proliferieren und diese auskleiden. Die Porenstruktur des 
Schwammes bleibt unterhalb der Zellen deutlich erkennbar. 
 
Die unterschiedliche Besiedlung der Matrices verschiedener Schichten ist auch anhand 
vitalgefärbter Zellkulturen erkennbar (Abb. 48). Aufgrund größerer Poren in der Ober- im 
Vergleich zur Unterschicht (s. Kap. 4.2.1) können dementsprechend weniger Zellen auf der 
Oberseite der Matrix adhärieren, die Zelldichte ist oberflächlich geringer. Ab einer 6-
tägigen Verweildauer in Zellkultur sind die anfänglichen Unterschiede zwischen den 
Matrices verschiedener Schichten jedoch nicht mehr erkennbar.  
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Abb. 48: Besiedlung einer Ober-, Mittel- und Unterschicht mit GM7373-bovinen Endothelzellen in Ab-
hängigkeit von der Verweildauer in Zellkultur (Vitalfärbung, trockene Besiedlungsmethode). Die Zelldichte 
auf der Oberfläche nimmt in jeder Schicht mit fortschreitender Inkubationszeit zu. In Abhängigkeit von der 
Porengröße (Lage der Schicht im vertikalen Verlauf der Kollagenplatte) ist die Zelldichte bei gleicher 
Verweildauer auf der Unterschicht höher als auf der Oberschicht. 
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Wird die GM7373-Zellsuspension auf Medium-feuchte Matrices aufgebracht (feuchte 
Besiedlungsmethode, Abb. 49), erreicht der Invasionsgrad nach 18-tägiger Inkubation eine 
ähnliche Höhe wie bei der zuvor beschriebenen trockenen Methode (s. Abb. 46). 
Abb. 49: Zelluläres Einwachsen von GM7373-bovinen Endothelzellen in nicht modifizierte Matrices (Ein-
dringtiefe in % der Matrixdicke). Statische Kultivierungsbedingungen (stat) im Begasungsbrutschrank 
(37 °C, 5 % CO2). Zugabe der Zellsuspension auf Medium-feuchte Kollagenschwämme (wet). Verweildauer 
der Schwämme in Zellkultur 1, 6, 12 und 18 Tage. Zellen sind nach 1 d Verweildauer signifikant (two factor-
ANOVA, p < 0,05) tiefer in die Ober- als in die Unterschicht eingedrungen. Der signifikante Unterschied ist 
auch nach 18-tägiger Verweildauer nachweisbar. (Mittelwerte ± Standardabweichung) 
 
Nach 18 d sind Ober- und Mittelschicht zu etwa 50 % durchdrungen, die Unterschicht im 
Vergleich zur Oberschicht mit 35 % im Mittel dagegen signifikant (two factor-ANOVA, 
p < 0,05) geringer. Im Vergleich zur trockenen Methode läßt sich auch bei dieser Besied-
lungstechnik nach dem ersten Inkubationstag ein signifikanter (two factor-ANOVA, 
p < 0,05) Unterschied in der Invasionstiefe von Zellen in Matrices der Ober- und Unter-
schicht nachweisen (im Mittel 21 ± 6 % in Schicht 02 und 7 ± 4 % in Schicht 12). 
Zwischen Ober- und Mittelschicht bestehen bei keinem Inkubationszeitraum signifikante 
Unterschiede (two factor-ANOVA, p > 0,05).  
 
 
 
 
 
(n = 3/Schicht)
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4.3.1.3  Besiedlung mit PC12-neuroektodermalen Zellen 
 
PC12-Zellen proliferieren nach trockener Besiedlungstechnik wie L929- und GM7373-
Zellen im Vergleich zwischen 1- und 18-tägiger Verweildauer mit zunehmender Inkuba-
tionszeit signifikant (two factor-ANOVA, p < 0,05) tiefer in die Matrices der verschie-
denen Schichten (Abb. 50).  
 
Abb. 50: Zelluläres Einwachsen von PC12-neuroektodermalen Zellen in nicht modifizierte Matrices (Ein-
dringtiefe in % der Matrixdicke). Statische Kultivierungsbedingungen (stat) im Begasungsbrutschrank 
(37 °C, 5 % CO2). Zugabe der Zellsuspension auf trockene Kollagenschwämme (dry) im Ursprungszustand. 
Verweildauer der Schwämme in Zellkultur 1, 6, 12 und 18 Tage. Invasionstiefe der Zellen in Matrices der  
Oberschicht bei jeder Verweildauer signifikant (two factor-ANOVA, p < 0,05) größer als in Mittel- und 
Unterschicht. (Mittelwerte ± Standardabweichung) 
 
Werden die Zellen auf trockene Kollagenschwämme im Ursprungszustand aufgetragen, so 
besteht bereits nach 1 d Verweildauer ein signifikanter (two factor-ANOVA, p < 0,05) 
Unterschied im Invasionsgrad der Zellen zwischen den Schichten 02 und 06 sowie 02 und 
12. Nach 1 d in Zellkultur beträgt die mittlere Invasionstiefe der Zellen in der Oberschicht 
53 ± 10 %, 17 ± 5% in der Mittel- und 6 ± 6 % in der Unterschicht. Der signifikante 
Unterschied im genannten Vergleich der Schichten bleibt bis zu einer 18-tägigen Inku-
bationszeit bestehen. Nach einer Verweildauer von 18 d sind in der Oberschicht Zellen in 
einer Tiefe von über 80 % der Matrixdicke nachweisbar. In Mittel- und Unterschicht liegt 
die mittlere Eindringtiefe von PC12-Zellen nach 18 Tagen bei 44 ± 11 % und 28 ± 9 %. 
Anhand vitalgefärbter Kulturen kann die oberflächliche Besiedlung der Matrices in 
Abhängigkeit von der Inkubationsdauer nachvollzogen werden (Abb. 51).  
(n = 3/Schicht)
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Abb. 51: Besiedlung einer Ober-, Mittel- und Unterschicht mit PC12-neuroektodermalen Zellen in Abhän-
gigkeit von der Verweildauer in Zellkultur (Vitalfärbung, trockene Besiedlungsmethode). Die Zelldichte auf 
der Oberfläche nimmt in jeder Schicht mit fortschreitender Inkubationszeit zu. In Abhängigkeit von der 
Porengröße (Lage der Schicht im vertikalen Verlauf der Kollagenplatte) ist die Zelldichte bei gleicher Ver-
weildauer auf der Unterschicht höher als auf der Oberschicht. Die Zellen besiedeln in Form von 
Agglomeraten die Oberfläche. Die Kollagenmatrix bleibt nach 18-tägiger Verweildauer sichtbar (schwarz). 
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Auf jeder Schicht erhöht sich die Zelldichte mit zunehmender Verweildauer. Die 
Kollagenmatrix wird von Zellagglomeraten zunehmend bedeckt. Nach 1-tägiger 
Verweildauer adhärieren auf der Oberfläche der Unterschicht mehr Zellen im Vergleich 
zur Mittel- und Oberschicht. Die Oberfläche der Unterschicht ist auch zu jedem weiteren 
Entnahmezeitpunkt (6, 12 und 18 Tage) dichter mit Zellhaufen bedeckt. 
 
PC12-Zellen sind in Form von Agglomeraten größtenteils lückenhaft auf der Oberfläche 
von Kollagenschwämmen der Mittelschicht nach 18-tägiger Verweildauer verteilt 
(Abb. 52). Zelluläre Grenzen innerhalb eines Agglomerats sind nicht erkennbar. Einzelne 
Zellen auf der Oberfläche sind in ihrer äußeren Form abgerundet. Die offenporige 
Schwammstruktur ist deutlich erkennbar. 
Abb. 52: Wachstum von PC12-neuroektodermalen 
Zellen auf der Mittelschicht (ESEM) nach trockener 
Besiedlungsmethode. Verweildauer 18 d unter sta-
tischen Kultivierungsbedingungen. Die Zellen liegen 
in Form von Agglomeraten auf der Oberfläche der 
Matrix. Die Agglomerate sind lückenhaft verteilt. 
Die poröse Kollagenstruktur ist zu diesem Entnah-
mezeitpunkt deutlich sichtbar. 
 
Bei der Besiedlung Medium-feuchter Kollagenmatrices sind ebenfalls Unterschiede 
hinsichtlich der Eindringtiefe der Zellen zwischen den Schichten erkennbar (Abb. 53). 
Zwischen Schicht 02 und 06 ist die Differenz der Invasionstiefe bei jeder Verweildauer 
nicht so groß wie bei der trockenen Besiedlungsmethode (s. Abb. 50). 
Die Proliferation verläuft in allen Schichten progressiv (Abb. 53). Der Unterschied der 
Eindringtiefe Ober-, Mittel- und Unterschicht ist im Vergleich zwischen 1- und 18-tägiger 
Verweildauer signifikant (two factor-ANOVA, p < 0,05). Nach 18-tägiger Inkubation ist 
der mittlere Invasionsgrad in der Oberschicht mit 75 ± 7 % nicht signifikant (STUDENT t-
Test, p > 0,05) niedriger als bei der Besiedlung trockener Schwämme (81 ± 6 %, Abb. 50). 
Zugleich werden allerdings bei Medium-feuchter Besiedlungstechnik im Vergleich zur 
Besiedlung trockener Schwämme in der Mittel- und Unterschicht mit 60 ± 5 % (signifikant 
bei p < 0,05, STUDENT t-Test) und 35 ± 8 % (nicht signifikant bei p > 0,05, STUDENT t-
Test) größere mittlere Eindringtiefen erreicht. 
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Abb. 53: Zelluläres Einwachsen von PC12-neuroektodermalen Zellen in nicht modifizierte Matrices (Ein-
dringtiefe in % der Matrixdicke). Statische Kultivierungsbedingungen (stat) im Begasungsbrutschrank 
(37 °C, 5 % CO2). Zugabe der Zellsuspension auf Medium-feuchte Kollagenschwämme (wet). Verweildauer 
der Schwämme in Zellkultur 1, 6, 12 und 18 Tage. Invasionstiefe von Zellen in Matrices der Oberschicht zu 
jeder Verweildauer signifikant (two factor-ANOVA, p < 0,05) größer als in der Unterschicht. (Mittelwerte ±  
Standardabweichung) 
 
 
4.3.2  Besiedlung modifizierter Matrices unter statischen Kulturbedingungen 
 
Kollagenschwämme der Schichten 02, 06 und 12 sind chemisch modifiziert worden 
(Modifikationsparameter H0E0, H0E1, H1E1). Im Anschluß an die Modifizierung wurden 
drei Trocknungsverfahren getestet, um einen vergleichbaren Trocknungsgrad der modifi-
zierten Matrices mit den Schwämmen im Ursprungszustand zu erreichen: (1) Einfrieren 
der Schwämme in A. dest. und Gefriertrocknung, (2) Schwämme in A. dest. tauchen, an-
schließend bei RT trocknen, (3) Schwämme in A. dest. tauchen, anschließend bei 37 °C im 
Wärmeschrank trocknen. Mit keinem Verfahren konnten die Schwämme derart getrocknet 
werden, daß sie für in vitro-Zellkulturversuche einsetzbar wären. Verfahren (1) führte 
wiederholt dazu, daß die modifizierten Matrices partiell an dem Reaktionsgefäß und auch 
untereinander haften blieben (Abb. 54). 
(n = 3/Schicht)
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Abb. 54: Kollagenschwämme der Mittelschicht 06 nach Modifizierung (Typ H0E1), Waschen in A. dest. und 
abschließender Lyophilisation. Die Schwämme haften untereinander zusammen, aber auch am Reaktions-
gefäß fest aneinander (Bild links). Die Matrix ist auf 1/3 (300 – 350 µm) ihrer Ausgangsdicke geschrumpft; die 
Oberfläche stark aufgerauht (Bild rechts). 
 
Eine Vergleichbarkeit zu den trockenen Schwämmen im Ausgangszustand ist nicht mehr 
gegeben. Die elektronenmikroskopische Aufnahme zeigt, daß die ursprünglich 1 mm dicke 
Matrix auf etwa 1/3 (300 – 350 µm) ihrer Stärke geschrumpft ist. Ferner ist die Oberfläche 
der Matrix im Vergleich zum Ausgangszustand (vgl. Abb. 30) durch hervorstehende 
Kollagenfibrillen mit anhaftenden Häutchen stark aufgerauht. Nach Verfahren (2) und vor 
allem nach Verfahren (3) ist die ursprünglich dreidimensionale Struktur völlig in sich zu-
sammengefallen (Abb. 55 A und B). 
Abb. 55: Kollagenschwämme der Mittelschicht 06 nach Modifizierung (Typ H0E1), Waschen in A. dest. und 
abschließender Trocknung bei RT (21 °C) (A) und im Brutschrank (37 °C) (B) (ESEM). Die dreidimen-
sionale Matrix ist nach beiden Verfahren in sich zusammengefallen. Der Schwamm ist in Form eines 
transparenten Gels fest mit dem Reaktionsgefäß verklebt. 
 
Die in A. dest. getauchten und anschließend getrockneten Schwämme sind in transparenter 
Gelform fest mit dem Reaktionsgefäß verklebt. Elektronenmikroskopisch kann die 
offenporige Schwammstruktur nicht mehr nachgewiesen werden. 
 
A B
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Aus diesen Gründen sind für die Besiedlungsexperimente mit L929-, GM7373- und PC12-
Zellen Medium-feuchte Matrices eingesetzt worden. Aus den modifizierten, feuchten 
Matrices ist der Alkohol ausgewaschen und die Schwämme im Anschluß für 2 Stunden in 
dem jeweiligen Zellkulturmedium eingelegt worden. Die besiedelten Matrices wurden im 
Begasungsbrutschrank (37 °C, 5 % CO2) für 1, 6, 12 und 18 Tage inkubiert.  
 
 
4.3.2.1  Besiedlung mit L929-Fibroblasten 
 
Mausfibroblasten auf H0E1-modifizierten Kollagenmatrices dringen mit fortschreitender 
Verweildauer in die Schwämme aus verschiedenen Schichten ein (Abb. 56). Die mittlere 
Invasionstiefe zu den jeweiligen Entnahmezeitpunkten ist, wie bei den nicht modifizierten 
Matrices, von der Schicht abhängig. Während sich die Tiefe des zellulären Einwachsens im 
Vergleich zwischen Ober- und Mittelschicht zu allen Zeitpunkten nicht signifikant (two 
factor-ANOVA, p > 0,05) unterscheidet, ist zwischen Ober- und Unterschicht bei gleicher 
Verweildauer ein signifikanter (two factor-ANOVA, p < 0,05) Unterschied nachweisbar.  
Abb. 56: Zelluläres Einwachsen von L929-Mausfibroblasten in H0E1-modifizierte Matrices (Eindringtiefe in 
% der Matrixdicke). Statische Kultivierungsbedingungen (stat) im Begasungsbrutschrank (37 °C, 5 % CO2). 
Zugabe der Zellsuspension auf Medium-feuchte Kollagenschwämme (wet). Verweildauer der Schwämme in 
Zellkultur 1, 6, 12 und 18 Tage. Signifikante (two factor-ANOVA, p < 0,05) Unterschiede im Invasionsgrad 
der Zellen in allen Schichten zwischen 1- und 6-tägiger Verweildauer. Bei längeren Inkubationszeiten keine 
signifikant größeren Eindringtiefen (two factor-ANOVA, p > 0,05). (Mittelwerte ± Standardabweichung) 
(n = 3/Schicht)
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Nach einem Inkubationstag ist die Oberschicht im Mittel zu 19 ± 5 %, die Mittelschicht zu 
15 ± 6 % durchdrungen. Bei der Unterschicht 12 liegt die Invasionstiefe bei 7 ± 3 % der 
Schichtdicke. Ab dem 6. Inkubationstag verändert sich die Eindringtiefe der L929-Zellen 
in die 3D-Struktur aller Schichten nicht signifikant (two factor-ANOVA, p > 0,05). Die 
Fibroblasten haben ihre maximale Eindringtiefe nahezu erreicht. Schicht 02 und 06 sind zu 
ca. 45 – 50 % durchdrungen, Schicht 12 im Mittel zu 20 %. Längere Inkubationszeiten bis 
zu 18 d führen in allen Schichten zu einer nicht signifikanten (two factor-ANOVA, 
p > 0,05) Erhöhung der Eindringtiefe (im Mittel um etwa 5 %). 
 
Aufgrund der Stagnation des zellulären Einwachsens von L929-Zellen auf H0E1-
modifizierten Matrices der Schichten 02, 06 und 12 ab einem Inkubationszeitraum von 6 d, 
fokussieren weitere Untersuchungen an H0E0- sowie H1E1-modifizierten Schwämmen die 
Proliferation der Zellen ausschließlich in die Mittelschicht (06) ebenfalls nach 6-tägiger 
Verweildauer. Da die hierbei gewonnenen Ergebnisse lediglich einem exemplarischen Ver-
gleich dienen, ist die grafische Darstellung der Abbildung VII im Anhang zu entnehmen. 
Die Proliferation in H0E0-Kollagenschwämme der Mittelschicht ist im Mittel geringfügig 
niedriger als in H0E1-Matrices und der Unterschied nicht signifikant (two factor-ANOVA, 
p > 0,05). Nach 6-tägiger Verweildauer liegt das zelluläre Einwachsen im Mittel bei 
39 ± 5 %. L929-Zellen auf H1E1-modifizierten Schwämmen der Mittelschicht dringen nach 
6-tägiger Verweildauer im Vergleich zu H0E1-Schwämmen derselben Schicht ebenfalls 
nicht signifikant (two factor-ANOVA, p > 0,05) tiefer ein. Die Invasionstiefe nach 6 d liegt 
im Mittel bei 44 ± 6 %. 
 
Bezüglich der Besiedlung von nicht modifizierten Kollagenschwämmen (trockener und 
feuchter Versuchsansatz, s. Kap. 4.3.1.1) ist festzuhalten, daß der Invasionsgrad von Zellen 
in die Ober- und Mittelschicht nach 18-tägiger Verweildauer in L929-Zellkultur bei H0E1-
modifizierten Schwämmen im Mittel nur geringfügig größer, jedoch nicht signifikant (two 
factor-ANOVA, p > 0,05) unterschiedlich ist. In der Unterschicht ist die Durchdringung 
modifizierter H0E1-Matrices im Mittel sogar geringer als die nicht modifizierter 
Schwämme. Dieser Unterschied ist jedoch bei p > 0,05 (two factor-ANOVA) ebenfalls 
nicht signifikant. Es kann somit nachgewiesen werden, daß eine Modifizierung der 
Kollagenschwämme in den Parametern H0E1 und H1E1 keine signifikante Steigerung der 
Proliferation/des Invasionsgrades von L929-Zellen in die dreidimensionale Matrix bewirkt. 
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4.3.2.2  Besiedlung mit GM7373-Endothelzellen 
 
H0E1-modifizierte Schwämme der Schichten 02, 06 und 12 werden mit fortschreitender 
Inkubationszeit zunehmend von GM7373- Endothelzellen durchdrungen (Abb. 57). 
Abb. 57: Zelluläres Einwachsen von GM7373-bovinen Endothelzellen in H0E1-modifizierte Matrices (Ein-
dringtiefe in % der Matrixdicke). Statische Kultivierungsbedingungen (stat) im Begasungsbrutschrank 
(37 °C, 5 % CO2). Zugabe der Zellsuspension auf Medium-feuchte Kollagenschwämme (wet). Verweildauer 
der Schwämme in Zellkultur 1, 6, 12 und 18 Tage. Die Invasionstiefe in Matrices aller Schichten ist nach 
18 d Verweildauer signifikant (two factor-ANOVA, p < 0,05) größer als nach 1 d. Nach 12 d und 18 d 
Verweildauer signifikant (two factor-ANOVA, p < 0,05) größerer Invasionsgrad von Zellen in Matrices der 
Schicht 02 im Vergleich zu Schicht 12. (Mittelwerte ± Standardabweichung) 
 
In der Oberschicht verläuft das zelluläre Einwachsen bis zu 12-tägiger Verweildauer 
progressiv (von 12 ± 3 % nach 1 d Inkubation über 34 ± 4 % nach 6 d auf 46 ± 6 % nach 
12 d) und ist im Vergleich dieser Inkubationszeiträume signifikant unterschiedlich bei 
p < 0,05 (two factor-ANOVA). Bei 12- bis 18-tägiger Verweildauer stagniert (two factor-
ANOVA, p > 0,05) die Proliferation in die Tiefe. Nach 18 Tagen sind im Mittel etwa 50 % 
der Schwammdicke durchdrungen. Der Unterschied zum Invasionsgrad von Zellen in die 
Unterschicht mit 34 ± 10 % ist nach 18 Tagen Verweildauer signifikant (two factor-
ANOVA, p < 0,05) größer. In der Mittelschicht ist eine signifikante (two factor-ANOVA, 
p < 0,05) Zunahme der Invasionstiefe zwischen 1 d und 18 d Verweildauer festzustellen 
(von 16 ± 4 % nach einem Inkubationstag bis auf 41 ± 7 % nach 18 Tagen Verweildauer), 
wobei das Einwachsen zwischen einer 12- bis 18-tägigen Verweildauer mit p > 0,05 (two 
(n = 3/Schicht)
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factor-ANOVA) stagniert. Die mittlere Eindringtiefe ist im Vergleich zur Oberschicht nach 
18 Tagen um beinahe 10 %, jedoch nicht signifikant (two factor-ANOVA, p > 0,05) 
geringer. Das Einwachsen von GM7373-Zellen in die Unterschicht erfolgt bis zu 6-tägiger 
Inkubation ebenfalls progressiv; der Unterschied im Invasionsgrad ist zwischen 1 d und 6 d 
Verweildauer statistisch signifikant (two factor-ANOVA, p < 0,05). Nach 1 d Verweil-
dauer sind Zellen im Mittel zu 8 ± 2 % der Tiefe eingedrungen, nach 6 Tagen bereits in 
einer Tiefe von 34 ± 7 % nachweisbar. Zwischen 6- und 18-tägiger Verweildauer dringen 
die Zellen im Mittel nicht signifikant (two factor-ANOVA, p > 0,05) tiefer in die H0E1-
modifizierten Matrices der Unterschicht ein. Die Proliferation stagniert. 
 
Vergleichende Untersuchungen zum zellulären Einwachsen von GM7373-Zellen auf H0E0- 
und H1E1-modifizierten Kollagenschwämmen der Mittelschicht ergeben, daß die Zellen bei 
diesen Schwämmen nach 6-tägiger Verweildauer nicht signifikant (two factor-ANOVA, 
p > 0,05) tiefer als in H0E1-modifizierte Matrices eindringen. In H0E0-Schwämmen liegt 
die gemittelte Invasionstiefe bei 21 ± 4 %, in H1E1-Matrices bei 24 ± 3 % (s. Abb. VII im 
Anhang). Eine erhöhte proliferative Wirkung auf GM7373-Zellen durch Modifikation der 
Mittelschicht (H0E1, H1E1) im Vergleich zu nicht modifizierten Schwämmen (s. 
Kap. 4.3.1.2) kann nach 6-tägiger Verweildauer nicht nachgewiesen werden. Nach 18-
tägiger Verweildauer liegen die mittleren Eindringtiefen bei H0E1-modifizierten und nicht 
modifizierten Matrices der Ober- und Unterschicht mit etwa 50 % (Schicht 02) und 35 % 
(Schicht 12) auf gleichem Niveau. Der Unterschied zwischen H0E1-modifizierten und nicht 
modifizierten Matrices der Schicht 02 ist nicht signifikant (two factor-ANOVA, p > 0,05). 
Gleiches gilt für die Unterschicht 12. Die Eindringtiefe in H0E1-modifizierte Matrices der 
Mittelschicht nach 18 Tagen Verweildauer ist im Mittel um 10 %, jedoch nicht signifikant 
(two factor-ANOVA, p > 0,05) geringer als bei den nicht modifizierten Schwämmen in 
beiden Besiedlungstechniken zum gleichen Entnahmezeitpunkt. 
 
 
4.3.2.3  Besiedlung mit PC12-neuroektodermalen Zellen 
 
Die Invasionstiefe der PC12-Zellen in H0E1-modifizierte Matrices der Ober- und Mittel-
schicht ist, wie bei den nicht modifizierten Matrices, im Mittel größer als die Eindringtiefe 
von L929- und GM7373-Zellen. PC12-Zellen dringen mit zunehmender Inkubationszeit in 
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die genannten Schichten bis auf über 60 % der Matrixdicke nach 18 Tagen Verweildauer 
ein (65 ± 10 % in Schicht 02 und 60 ± 16 % in 06) (Abb. 58). Bis zu einer Verweildauer 
von 12 Tagen sind die Zellen zu jedem Entnahmezeitpunkt im Mittel etwa 20 % tiefer in 
die Oberschicht im Vergleich zur Mittelschicht eingedrungen. Dieser Unterschied ist bis zu 
einer Inkubationszeit von 12 Tagen einschließlich statistisch signifikant bei p < 0,05 (two 
factor-ANOVA). Nach 18-tägiger Inkubation ist dieser deutliche Unterschied jedoch nicht 
mehr feststellbar. Im Vergleich zwischen Ober- und Unterschicht ist die Invasionstiefe von 
Zellen in erstgenannte Schicht zu jedem Entnahmezeitpunkt signifikant (two factor-
ANOVA, p < 0,05) größer als in die Unterschicht. Schicht 12 wird im Vergleich zu Ober- 
und Mittelschicht bei 1-, 12- und 18-tägiger Verweildauer signifikant (two factor-ANOVA, 
p < 0,05) geringfügiger invadiert. Nach 18-tägiger Verweildauer sind PC12-Zellen nur in 
bis zu 16 ± 9 % der Matrixdicke proliferiert. Bei dieser Zellinie ist die Proliferation in die 
Unterschicht nach 18 d signifikant (two factor-ANOVA, p < 0,05) geringer als bei der 
Besiedlung dieser Schicht durch GM7373-Zellen, nicht jedoch im Vergleich zu L929-
Zellen (two factor-ANOVA, p > 0,05). 
Abb. 58: Zelluläres Einwachsen von PC12-neuroektodermalen Zellen in H0E1-modifizierte Matrices (Ein-
dringtiefe in % der Matrixdicke). Statische Kultivierungsbedingungen (stat) im Begasungsbrutschrank 
(37 °C, 5 % CO2). Zugabe der Zellsuspension auf Medium-feuchte Kollagenschwämme (wet). Verweildauer 
der Schwämme in Zellkultur 1, 6, 12 und 18 Tage. Zu jedem Inkubationszeitraum signifikant (two factor-
ANOVA, p < 0,05) größerer Invasionsgrad von Zellen in Matrices der Schicht 02 im Vergleich zu Schicht 
12. (Mittelwerte ± Standardabweichung) 
 
(n = 3/Schicht)
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In Anlehnung an die Experimente mit L929- und GM7373-Zellen, wurden Vergleichs-
untersuchungen zur Proliferation von PC12-Zellen auf H0E0- und H1E1-modifizierten 
Matrices exemplarisch mit der Schicht 06 und 6-tägiger Inkubation durchgeführt. Die 
grafische Darstellung der Ergebnisse ist der Abb. VII im Anhang zu entnehmen. 
Zellen, die auf H1E1-modifizierten Schwämmen der Mittelschicht für 6 Tage inkubiert 
wurden, proliferieren signifikant (two factor-ANOVA, p < 0,05) geringer (16 ± 6 %) in die 
Matrices als Zellen auf H0E1-Matrices (29 ± 10 %) innerhalb desselben Zeitraumes. Das 
zelluläre Einwachsen in H1E1-Schwämme unterscheidet sich nicht signifikant (two factor-
ANOVA, p > 0,05) von der Invasionstiefe in H0E0-Matrices (19 ± 6 %).  
Gegenüber den nicht modifizierten Schwämmen nach feuchter Besiedlungsmethode 
(Abb. 53) ist festzuhalten, daß die mittlere Invasionstiefe der PC12-Zellen in H0E1-
modifizierte Schwämme der Ober- und Mittelschicht nach 12- und 18-tägiger Verweil-
dauer nicht signifikant (two factor-ANOVA, p > 0,05) unterschiedlich ist. Hingegen ist der 
Invasionsgrad von PC12-Zellen nach feuchter Besiedlungsmethode nicht modifizierter 
Matrices der Unterschicht zu allen Entnahmezeitpunkten signifikant (two factor-ANOVA, 
p < 0,05) größer (z.B. 35 ± 8 % nach 18 d, vgl. Abb. 53) als der H0E1-modifizierter 
Schwämme (16 ± 9 % nach 18 d, vgl. Abb. 58). 
 
 
4.3.3  Besiedlung nicht modifizierter Matrices unter dynamischen 
Kulturbedingungen 
 
Das Einwachsen von zwei Zellkulturen (L929-Mausfibroblasten, GM7373-bovine Endo-
thelzellen) ist in vitro unter dynamischen Kultivierungsbedingungen in 2 Versuchsansätzen 
untersucht worden. Bei dieser Methode werden die Schwämme, im Gegensatz zur 
statischen Kultivierung, in eine Perfusionskammer eingebracht und kontinuierlich von 
Zellkulturmedium durchströmt. 
 
 
4.3.3.1  Besiedlung mit L929-Fibroblasten 
 
Mit zunehmender Verweildauer im Perfusionskultursystem dringen L929-Fibroblasten 
stetig tiefer in die Matrices der Ober-, Mittel- und Unterschicht ein (Abb. 59). Das 
Probenmaterial aus dem 18-tägigen Versuchsansatz konnte nicht ausgewertet werden, da 
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die kollagene Matrix massiv degradiert war und nicht mehr histologisch aufgearbeitet 
werden konnte. 
Im Vergleich zur trockenen und feuchten Besiedlungstechnik unter statischen Kultur-
bedingungen (Kap. 4.3.1.1, Abb. 42 und 45) wird der signifikant (two factor-ANOVA, 
p < 0,05) höhere Durchdringungsgrad von Matrices aus der Oberschicht 02 zu allen ver-
gleichbaren Entnahmezeitpunkten deutlich. Das zelluläre Einwachsen in die Schicht liegt 
bereits nach einem Tag Verweildauer in dynamischer Kultur bei 75 %, nach 12 d bei über 
90 % der Matrixdicke. Auch das Eindringen der Zellen in die Unterschicht wird durch die 
dynamischen Kultivierungsbedingungen gefördert. Der Grad der Eindringtiefe steigt im 
Mittel von 21 ± 8 % signifikant (two factor-ANOVA, p < 0,05) auf 53 ± 11 % nach 12 d 
Verweildauer. 
Abb. 59: Zelluläres Einwachsen von L929-Mausfibroblasten in nicht modifizierte Matrices (Eindringtiefe in 
% der Matrixdicke). Dynamische Kultivierungsbedingungen (dyn) in Perfusionskultur mit kontinuierlichem 
Mediumdurchfluß (37 °C, 1 ml/h). Verweildauer der Schwämme in Zellkultur 1, 6, 12 und 18 Tage. Signi-
fikant (two factor-ANOVA, p < 0,05) größere Invasionstiefen von Zellen in Matrices der Schicht 02 im 
Vergleich zu Schicht 06 und 12 zu allen Entnahmezeitpunkten. (Mittelwerte ± Standardabweichung) 
 
Die Fibroblasten dringen nach 1 d Verweildauer signifikant (two factor-ANOVA, p < 0,05) 
tiefer und schneller in die dreidimensionalen Matrices der Oberschicht im Vergleich zur 
Mittel- und Unterschicht ein (Abb. 59). Der Unterschied der mittleren Invasionstiefen 
zwischen den Schichten 02 und 06 beträgt nach 1 Tag ca. 50 % und verringert sich auf 
30 % nach 6 Tagen. Jedoch erreichen Zellen in der Mittel- und insbesondere in der 
(n = 2/Schicht) 
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Unterschicht selbst nach 12 Tagen nicht den Invasionsgrad der Zellen in der Oberschicht 
(53 ± 11 % in Schicht 12, 63 ± 12 % in Schicht 06 gegenüber 92 ± 6 % in Schicht 02).  
Im Vergleich zwischen Mittel- und Unterschicht bestehen nach 1 Tag und 12 Tagen Ver-
weildauer keine signifikanten (two factor-ANOVA, p > 0,05) Unterschiede in der Ein-
dringtiefe der Zellen. Die mittleren Invasionstiefen in der Mittelschicht liegen jedoch zu 
allen Entnahmezeitpunkten über denen der Unterschicht. Lediglich nach 6-tägiger Verweil-
dauer bestehen signifikante (two factor-ANOVA, p < 0,05) Unterschiede in der Invasions-
tiefe (53 ± 5 % in der Mittelschicht zu 26 ± 7 % in der Unterschicht). 
 
 
4.3.3.2  Besiedlung mit GM7373-Endothelzellen 
 
Ähnlich den Fibroblasten, dringen auch die bovinen Endothelzellen zwischen 1 d und 12 d 
Verweildauer signifikant (two factor-ANOVA, p < 0,05) tiefer in die Matrices der 
Schichten 06 und 12 ein (Abb. 60). Im gleichen Zeitraum erhöht sich der Invasionsgrad der 
Zellen auf Matrices der Schicht 02 nicht signifikant (two factor-ANOVA, p > 0,05). Die 
Proben nach 18-tägiger Verweildauer konnten auch bei diesem Versuchsansatz aufgrund 
massiver Degradation nicht histologisch ausgewertet werden. 
 
Abb. 60: Zelluläres Einwachsen von GM7373-bovinen Endothelzellen in nicht modifizierte Matrices (Ein-
dringtiefe in % der Matrixdicke). Dynamische Kultivierungsbedingungen (dyn) in einer Perfusionskammer 
mit kontinuierlichem Mediumdurchfluß (37 °C, 1 ml/h). Verweildauer der Schwämme in Zellkultur 1, 6, 12 
und 18 Tage. Signifikant (two factor-ANOVA, p < 0,05) größere Invasionstiefen in Matrices der Schicht 02 
im Vergleich zu Schicht 06 und 12 zu allen Entnahmezeitpunkten. (Mittelwerte ± Standardabweichung) 
(n = 2/Schicht) 
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Die mittleren Invasionstiefen boviner Zellen entsprechen zu jedem Entnahmezeitpunkt 
nahezu denen der Fibroblastenzellinie. Mit 85 ± 13 % ist die mittlere Eindringtiefe in 
Matrices der Schicht 02 nach 12 Tagen Inkubation nicht signifikant (two factor-ANOVA, 
p > 0,05) geringerer als bei L929-Zellen (92 ± 6 %, Abb. 59).  
Zwischen Schicht 02 und 06 sowie zwischen 02 und 12 können signifikant (two factor-
ANOVA, p < 0,05) höhere Invasionstiefen der Zellen in Matrices der Schicht 02 bis zu 12-
tägiger Verweildauer nachgewiesen werden (in Schicht 02 85 ± 13 % gegenüber 63 ± 15 % 
in Schicht 06 und 49 ± 9 % in Schicht 12). Die Differenz der mittleren Invasionstiefen von 
GM7373-Zellen in die Schichten 02 und 12 liegt nach 1-, 6- und 12-tägiger Verweildauer 
bei nahezu 60, 50 und 40 %.  
 
 
4.3.3.3 Einfluß unterschiedlicher Kultivierungsbedingungen auf die Invasionstiefe 
von L929- und GM7373-Zellen 
 
Zusammenfassend kann eindeutig nachgewiesen werden, daß dynamische Kultivierungs-
bedingungen im Vergleich zu statischen Bedingungen sowohl bei der Fibroblasten-, als 
auch bei der Endothelzellinie die Proliferation in die Tiefe der Matrices begünstigen. Die 
mittleren Eindringtiefen in jede Schicht (02, 06 und 12) und zu allen Entnahmezeitpunkten 
sind bei beiden Zellinien deutlich größer (Abb. 59, 60) als nach trockener und feuchter 
Besiedlungsmethode (vgl. L929: Abb. 42, 45, 59; GM7373: Abb. 46, 49, 60). 
 
 
4.4  Kultivierung der Kollagenmatrices in ovo 
 
Trockene, nicht modifizierte und γ-sterile Kollagenfasergeflechte der Ober-, Mittel und 
Unterschicht sind in ovo anhand des CAM-Modells untersucht worden. Ziel der 
Untersuchungen ist, die Verträglichkeit und Resorption in diesem in vivo-Modell zu testen. 
Dazu wurden die Schwämme (Kantenlänge 1 cm) auf der CAM von Hühnerembryonen 
plaziert und für 2, 5 und 7 Tage auf der Membran belassen.  
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4.4.1  Inkubationsdauer 2 Tage 
 
Das makroskopische Bild der implantierten Mittelschicht (06) zeigt nach 2-tägiger 
Verweildauer in ovo eine beginnende Einrollung der Matrix zur CAM-abgewandten Seite 
(Abb. 61 A). Die Detailaufnahme (Abb. 61 B) zeigt weiterhin, daß Kapillaren bis an den 
Rand der Kollagenmatrix reichen. Auch für die Matrices der Ober- und Unterschicht (02 
und 12) ist die Einrollung der Schwämme und der Blutgefäßkontakt im gleichen Ausmaß 
nachweisbar. 
Abb. 61: Kollagenschwamm der Mittelschicht nach 2 d Verweildauer in ovo. Beginnende Einrollung der 
Ränder (A). Zahlreiche Kapillaren grenzen an den Rand des Implantates, dringen jedoch zu diesem Zeitpunkt 
noch nicht ein (B). Keine Unterschiede zwischen den drei γ-sterilen Schichten 02, 06 und 12 feststellbar. 
 
Im lichtmikroskopischen Bild sind keine Unterschiede zwischen den Kollagenschwämmen 
der verschiedenen Schichten nachweisbar. Die ursprünglich 1 mm dicken Matrices haben 
nach 2-tägiger Verweildauer eine Restdicke von etwa 0,4 – 0,5 mm (Abb. 62 A). Die 
Fibroblasten dringen nach 1 d Verweildauer signifikant (two factor-ANOVA, p < 0,05) 
tiefer und schneller in die dreidimensionalen Matrices der Oberschicht im Vergleich zur 
Mittel- und Unterschicht ein (Abb. 59). Der Unterschied der mittleren Invasionstiefen 
zwischen den Schichten 02 und 06 beträgt nach 1 Tag ca. 50 % und verringert sich auf 
30 % nach 6 Tagen. Jedoch erreichen Zellen in der Mittel- und insbesondere in der 
Unterschicht selbst nach 12 Tagen nicht den Invasionsgrad der Zellen in der Oberschicht 
(53 ± 11 % in Schicht 12, 63 ± 12 % in Schicht 06 gegenüber 92 ± 6 % in Schicht 02).  
Ferner ist festzuhalten, daß die aufgelegten Schwämme mit der gesamten Matrixdicke in 
die CAM eingesunken sind. Die Oberfläche der Matrices wird nach 2 Tagen Verweildauer 
in ovo jedoch nur an den äußeren, sich einrollenden Rändern von ektodermalen Zellen 
überwachsen. 
BA 
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Abb. 62: Kollagenschwamm der Mittelschicht nach 2 d Verweildauer in ovo (Hämalaunfärbung). Der 
Schwamm (rosa gefärbt, grob strukturiert) ist mit der gesamten Matrixdicke in die CAM eingesunken (A). 
Die Implantatränder sind von Epithel bedeckt und beginnen, sich einzurollen (A, roter Pfeil). Kapillaren sind 
am Rand der Matrix erkennbar (grüne Pfeile). Vermutlich durch mechanische Verletzung des ektodermalen 
Epithels bei der Implantation in einzelnen Bereichen verstärkte Proliferation von Zellen in die Matrix (B, 
Pfeile). Offenporige Struktur des Schwammes in diesen Bereichen stärker kollabiert. Entzündungs- oder 
Fremdkörperreaktionen treten auch bei Implantaten der Ober- und Unterschicht nicht auf. 
 
Des weiteren ist an den Implantaträndern eine beginnende Kapillareinsprossung zu 
erkennen. Die Gefäße mit kernhaltigen Erythrozyten liegen jedoch zu diesem Zeitpunkt 
noch außerhalb der Kollagenschwämme (Abb. 62 A, B). 
 
Bei der Implantation der Kollagenschwämme auf die CAM ist in manchen Arealen die 
ektodermale Epithelschicht mechanisch verletzt worden, in anderen Bereichen intakt 
geblieben (Abb. 62 B, Pfeile). Als Reaktion auf diese mechanische Irritation reagiert das 
Epithel hyperplastisch. Gerade an diesen verletzten Stellen kommt es verstärkt zur 
Proliferation von Zellen (wahrscheinlich Makrophagen, Fibroblasten und Lymphozyten) in 
die Kollagenmatrix. Die Invasionstiefe erreicht hier 50 – 100 % der Matrixdicke. Ferner 
bleibt in diesen Bereichen die offenporige Struktur der Schwämme durch Abbauprozesse 
nicht mehr erhalten. Die Porenlumen sind stärker geschrumpft als in angrenzenden 
Bereichen. In den unverletzten Arealen sind nur vereinzelt Zellen im unmittelbaren 
Gewebe/Implantat-Grenzbereich nachweisbar. Entzündungs- und Fremdkörperreaktionen 
auf die γ-sterilen Matrices sind nicht aufgetreten. 
 
 
 
 
 
A B
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4.4.2  Inkubationsdauer 5 Tage 
 
Die Fläche der Implantate ist nach 5-tägiger Verweildauer durch stetige Einrollung der 
Kollagenschwämme auf etwa ein Drittel der Ursprungsgröße geschrumpft. (Abb. 63 A). 
Größere und kleinere Blutgefäße sind auf der Oberfläche der Implantate zu erkennen und 
dringen durch die Matrixstruktur (Abb. 63 B). Auch nach 5 Tagen Verweildauer sind 
makroskopisch keine Unterschiede zwischen den verschiedenen Schichten feststellbar. 
Abb. 63: Kollagenschwamm der Mittelschicht nach 5 d Verweildauer in ovo. Die Matrix ist etwa auf ein 
Drittel ihrer Ausgangsfläche geschrumpft (A). Zahlreiche Blutgefäße sind auf der Oberfläche des Implantats 
erkennbar und durchdringen die Struktur (B, Pfeile). 
 
Im histologischen Querschnitt ist das eingerollte Fasergeflecht deutlich zu erkennen 
(Abb. 64 A). Die gegenüberliegenden Außenränder stehen auf der Oberseite des Implantats 
in Kontakt. Die Schwämme sind durch Reepithelisation vollständig in der Chorion-
allantois-Membran integriert. Ein geschlossenes Epithel sowie lockeres Bindegewebe 
umgeben das Implantat. Die Matrix ist vollständig von Zellen, hauptsächlich Fibroblasten, 
durchdrungen und multipel vaskularisiert (Abb. 64 B). An zahlreichen Stellen innerhalb 
der Matrices sind Gefäße mit kernhaltigen Erythrozyten angeschnitten. Entzündungs- und 
Fremdkörperreaktionen sind durch keine der γ-sterilen Schichten ausgelöst worden. 
A B
Ergebnisse 
112 
 
 
Abb. 64: Kollagenschwamm 
der Mittelschicht nach 5 d 
Verweildauer in ovo (Häm-
alaunfärbung). Das Implantat 
ist stark eingerollt und 
vollständig von Epithel und 
lockerem Bindegewebe um-
geben (A, Pfeile). Innerhalb 
des Schwammes sind zahl-
reiche Gefäße angeschnitten 
(B, Pfeile) und die Matrix 
von Zellen, hauptsächlich 
Fibroblasten, durchsiedelt. 
Zwischen den drei Schichten 
(02, 06, 12) bestehen keine 
Unterschiede in der Epithe-
lialisierung und der Kapil-
larisierung der Matrices. 
Entzündungs- und Fremd-
körperreaktionen sind durch 
keine der drei γ-sterilen 
Schichten ausgelöst worden.
 
 
4.4.3  Inkubationsdauer 7 Tage 
 
Die γ-sterilisierten Schwämme aus den Schichten 02, 06 und 12 sind zu diesem 
Entnahmezeitpunkt vollständig degradiert und resorbiert. Auf und in der CAM sind sowohl 
makroskopisch als auch mikroskopisch keine Überreste nachweisbar. 
A 
B 
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5  DISKUSSION 
 
 
Die in dieser Studie vorgestellten Untersuchungen wurden mit dreidimensionalen 
Kollagenschwämmen des Typs Matristypt (Charge L226911) durchgeführt. Die Matrices 
stammen aus einer Kollagenplatte, die von der Firma Dr. Suwelack Skin & Health Care 
AG (Billerbeck, D) in großtechnischem, industriellen Maßstab produziert und in mehrere, 
1 mm dicke Schichten aufgespalten worden ist. Das von dem Unternehmen zu Verfügung 
gestellte Material war unsteril beziehungsweise γ-sterilisiert.  
Im Rahmen der vorliegenden Studie wurde für bestimmte Untersuchungen ein Teil der 
unsterilen Proben Plasma-sterilisiert. Die Kollagenschwämme sind biologisch und 
physikochemisch charakterisiert worden. Das beinhaltete unter anderem Zytotoxizitäts-
prüfungen der Kollagenschwämme sowie die Analyse der Mikrostruktur und des Degrada-
tionsverhaltens. Ein weiteres Ziel der Arbeit war die Untersuchung der konzentrations-
abhängigen Wirkung des Modellproteins Insulin. 
Zudem wurde in vitro das Wachstumsverhalten von Zellkulturen auf γ-sterilisierten und 
auf chemisch modifizierten Kollagenschwämmen in Abhängigkeit von verschiedenen 
Besiedlungs- und Kultivierungsbedingungen untersucht.  
Ergebnisse zur in vivo-Bioverträglichkeit der nicht modifizierten, γ-sterilen Ausgangs-
matrix sind mit Hilfe des Chorionallantois-Membran-Modells von Hühnerembryonen 
gesammelt worden. 
 
 
5.1  Biologische Charakterisierung 
 
Die Untersuchungen auf Zytotoxizität basieren auf den international geltenden Normen 
ISO 10993-5 (Prüfung auf in vitro-Zytotoxizität) sowie ISO 10993-12 (Probenvorbereitung 
und Referenzmaterialien). Trockene, γ- und Plasma-sterilisierte Kollagenschwämme sowie 
das Modellprotein Insulin sind hinsichtlich eines möglichen zytotoxischen Einflusses auf 
Zellkulturen (L929-Mausfibroblasten) getestet worden. Analysiert wurde dieser potentielle 
Einfluß mit Hilfe des Extraktionstests und der permanenten Zellinie L929 (Evaluierung der 
Testmethode s. Kap. 5.1.4).  
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5.1.1  In vitro-Zytotoxizität der γ-sterilen Kollagenschwämme 
 
Die Zertifizierung von Biomaterialien setzt für einen medizinischen Einsatz u.a. Prüfungen 
auf in vitro-Zytotoxizität voraus (WENZEL 2000). Es muß gewährleistet sein, daß die 
Materialien bei ihrer Applikation nicht zytotoxisch auf Zellen und Gewebe, mit denen sie 
in Kontakt kommen, wirken. Auch für das Tissue Engineering, d.h. die in vitro-
Gewebezüchtung, ist die Zell- und Gewebeverträglichkeit des Biomaterials unbedingte 
Voraussetzung (LANGER und VACANTI 1993).  
Um die in vitro-Zytotoxizität der in vorliegender Studie verwendeten γ-sterilen, kollagenen 
Ausgangsmatrices zu untersuchen, wurden exemplarisch 3 Schichten (Ober-, Mittel- und 
Unterschicht, s. Kap. 3.1.1) einer Kollagenplatte mit Hilfe von L929-Zellen getestet (s. 
Kap. 4.1.1). Die Prüfung verschiedener Schichten gibt Aufschluß darüber, ob im vertikalen 
Verlauf der Platte eine eventuelle, herstellungsbedingte Akkumulation von zytotoxisch 
wirkenden Rückständen vorhanden ist und ob die Produktionscharge L226911 grundsätz-
lich für weitere Zellkulturversuche geeignet ist. Mit Hilfe qualitativer (z.B. Morphologie) 
und quantitativer (z.B. Zellvitalität und -dichte, Stoffwechselaktivität, Proteingehalt) 
Parameter ist der Grad des zytotoxischen Einflusses der Kollagenschwämme auf Zellen 
(Kap. 3.2.2) bestimmt worden. 
Keiner der untersuchten Kollagenextrakte der verschiedenen Schichten wirkte zytotoxisch 
auf die Zellkultur. Im vertikalen Verlauf der Kollagenplatte, also zwischen Ober-, Mitte- 
und Unterschicht, wurden keine Unterschiede hinsichtlich der Zytotoxizität nachgewiesen. 
Bis auf eine leicht verringerte Gesamtzellzahl der Kulturen, die mit dem Extrakt der 
Mittel- und Unterschicht inkubiert worden sind, entsprechen die Prüfproben in den übrigen 
Parametern (Vitalität, Stoffwechselaktivität und Proteingehalt) den Normalwerten der 
unbeeinflußten Kontrollkulturen (vgl. Tabelle 4).  
Insgesamt können die Extrakte aus den γ-sterilen Kollagenproben der Produktionscharge 
L226911 gemäß ISO 10993-5 als nicht zytotoxisch eingestuft werden. Sie erfüllen damit 
bezüglich ihrer in vitro-Zytotoxizität die Voraussetzung für einen medizinischen Einsatz. 
Allerdings muß nach Aussage von DOILLON (1988) und FREED et al. (1994) beachtet 
werden, daß die Reinheit der kollagenen Ausgangsmasse bei der Herstellung aufgrund der 
chemischen Extraktion des Kollagens variieren kann. Auch DOHRENBUSCH et al. (1988) 
bestätigen, daß es zu Variationen der Verträglichkeit zwischen einzelnen Produktions-
chargen kommen, da für die Herstellung der Kollagenschwämme viele Prozeßschritte 
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(Gewinnung der kollagenen Grundmasse bis zur abschließenden Sterilisation des Pro-
duktes) durchlaufen werden müssen. Unter Berücksichtigung dieses Aspektes wird darauf 
hingewiesen, daß sich die in vorliegender Studie beschriebenen Ergebnisse hinsichtlich der 
in vitro-Zytotoxizität ausschließlich auf die Produktionscharge L226911 beziehen und 
daher bei jeder weiteren Charge zu verifizieren sind. 
 
 
5.1.2  In vitro-Zytotoxizität der Plasma-sterilen Kollagenschwämme 
 
Neben der γ-Sterilisation ist die Plasma-Sterilisation eine weitere Möglichkeit, um Bak-
terien, Sporen und Viren auf einem Biomaterial abzutöten. Die Plasma-Sterilisation wird 
im Vakuum bei niederen Temperaturen (< 50 °C) durchgeführt, indem das zu 
sterilisierende Material mit Radikalen (OH, OH2) und aktiven Formen des Sauerstoffs 
(atomarer Sauerstoff, Singulett-Sauerstoff, Ozon) des durch UV-Bestrahlung ionisierten 
Wasserstoffperoxids in Kontakt gebracht wird (MOISAN et al. 2002). Die freigesetzten 
Radikale inaktivieren die Keime. Aufgrund der hohen Reaktivität der Radikale kommt es 
nach Abschluß des Sterilisationsprozesses zur Rekombination untereinander und es 
entstehen Wasser und Sauerstoff (Firmeninformation Beta Gamma Service, D). Nähere 
Angaben zum Wasserstoffperoxid Plasma-Sterilisationsprozeß sind den Arbeiten von 
MOISAN et al. (2002) sowie SOLOSHENKO et al. (2002) zu entnehmen. 
 
In vorliegender Studie wurde untersucht, ob bzw. unter welchen Rahmenbedingungen die 
Plasma-Sterilisation als Alternative zur γ-Sterilisation geeignet ist. Zu diesem Zweck sind 
Zytotoxizitätstests durchgeführt worden. Hierzu wurden unsterile Kollagenmatrices mit 
Wasserstoffperoxid Plasma-sterilisiert, anschließend nicht bzw. unterschiedlich lange 
entgast (ohne Entgasung, 4 und 6 Stunden Entgasung sowie 4-monatige Lagerung bei RT; 
Kap. 3.2.2.2). Der Materialextrakt nicht entgaster sowie 4-stündig entgaster Proben wirkte 
unter den gegebenen Bedingungen stark zytotoxisch auf L929-Zellen. Eine ebenfalls stark 
zytotoxische Wirkung auf die Kulturen hatten Extrakte der Kollagenschwämme, die 4 
Monate in der Sterilverpackung bei Raumtemperatur gelagert worden waren. Demgegen-
über übt der Materialextrakt Plasma-sterilisierter Matrices, die nach der Sterilisation 16 
Stunden entgast worden sind, keinen zytotoxischen Einfluß auf die Zellen aus (Kap. 4.1.2). 
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Die beschriebenen Ergebnisse belegen, daß die zytotoxische Wirkung von Material-
extrakten Plasma-sterilisierter Kollagenschwämme auf L929-Zellkulturen abhängig von 
der Nachbehandlung, genauer der Entgasungszeit, der sterilen Proben ist. Je länger die 
Proben im Anschluß an die Sterilisation unter Vakuum entgast werden, desto geringer ist 
der zytotoxische Einfluß. Diese Ergebnisse könnten darauf schließen lassen, daß durch die 
Plasma-Sterilisation auf Zellen toxisch wirkende Substanzen entstehen, die durch eine 
Entgasung entfernt werden bzw. deren Wirkung aufgehoben werden kann. Dabei ist zu 
beachten, daß die toxischen Substanzen, kein Produkt einer chemische Reaktion sein 
können, die den pH-Wert der Materialextrakte verändern. Zur Herstellung der Material-
extrakte wurden alle Plasma-sterilisierten Proben für 24 Stunden in gepuffertem 
Zellkulturmedium mit Indikator (Phenolrot) eingelagert. Eine Änderung des pH-Wertes 
wäre durch einen Farbumschlag des Mediums angezeigt worden. Dieses war jedoch nicht 
der Fall. Im Gegensatz zu den ermittelten Ergebnissen führt nach WEADOCK et al. (1995) 
die UV-Bestrahlung von Kollagenschwämmen nicht zur Entstehung toxischer Produkte 
innerhalb des Materials, sondern lediglich zur Quervernetzung zwischen freien Radikalen 
aromatischer Aminosäurenresten. 
 
Im Hinblick auf den zytotoxischen Einfluß auf das L929-Zellwachstum läßt sich 
zusammenfassend sagen, daß die Plasma-Sterilisation bei ausreichender Entgasungszeit 
der untersuchten Kollagenschwämme (mindestens 16 Stunden) zur Sterilisation von 
kollagenen Matrices geeignet zu sein scheint. Zur Klärung der genauen Ursache für die 
nachgewiesene toxische Wirkung der Extrakte, wenn die Matrices nicht oder unzureichend 
lange entgast wurden, sind Folgeuntersuchungen erforderlich. 
 
 
5.1.3  Zytotoxizität des Insulins 
 
Eine Vielzahl an Kollagenschwämmen sind derzeit als Hämostyptikum oder dermo-
epidermaler Ersatz als Medizinprodukt zugelassen und kommerziell erhältlich (Kap. 2.4). 
Um die Wundheilung zu beschleunigen, können Kollagenschwämme auch als Medika-
mententräger (drug delivery system) genutzt werden, indem die Wirkstoffe (Wachstums-
faktoren, Pharmazeutika) direkt oder indirekt in das kollagene Fasergeflecht eingebracht 
werden (Abb. 5). Eine Möglichkeit besteht darin, den Wirkstoff in degradierbaren Mikro-
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sphären (z.B. aus PLGA) zu immobilisieren und diese im Kollagenschwamm zu 
inkorporieren. Insulin ist ein möglicher Wirkstoff, der bei der Degradation der 
Mikrosphären freigesetzt werden könnte. Mechanismen der Bindung und Freisetzung von 
Insulin aus Sphären sind in der Literatur hinreichend untersucht (CARRASCOSA et al. 2003, 
2004, SAKAI et al. 2001, SHAO und BAILEY 2000, SHENOY et al. 2003, YAMAGUCHI et al. 
2002, YUKSEL et al. 2000). Die biologische Aktivität von Insulin variiert laut Hersteller-
angaben je nach Art der in vitro-Anwendung; die optimale Konzentration ist für jedes 
Zellkultursystem zu bestimmen. Ziel der vorliegenden Studie war, die zellwachstums-
beeinflussende Wirkung des Insulins nach standardisierten Methoden in L929-Zellkultur 
zu untersuchen. Dazu ist bovines Insulin mit entsprechendem Komplettmedium in 
unterschiedlichen Verdünnungsstufen (10-1, 10-2, 10-3, 10-4, 10-5 mg Insulin pro ml Kultur-
medium) gelöst und auf L929-Zellkulturen appliziert worden. 
Eine Insulinkonzentration von 10-3 mg Insulin/ml Medium bewirkte keine Veränderungen 
in den Prüfkulturen im Vergleich zu Kontrollkulturen. Gesamtzellzahl und Proteingehalt 
entsprachen nahezu den Kontrollwerten. Konzentrationen > 10-3 mg Insulin/ml Medium 
führten hingegen zu einer Verringerung der Zellichte und des Proteingehaltes der 
Prüfkulturen. Geringere Insulinkonzentration (< 10-3 mg Insulin/ml Medium) bewirkten 
eine deutliche Zunahme sowohl der Zellzahl als auch des Proteingehaltes (s. Kap. 4.1.3). 
Die Werte der beiden Parameter überstiegen sogar die der Kontrollkulturen. Aufgrund des 
hohen Anteils vitaler Zellen in allen Verdünnungsstufen (> 96 % im Vergleich zur 
Kontrolle), wirkte der Extrakt, insbesondere bei Insulinkonzentrationen > 10-3 mg/ml, nicht 
toxisch, wohl aber stark zellwachstumshemmend. So lag die Gesamtzellzahl von Kulturen, 
die 24 h einer Insulinkonzentration von 10-1 mg Insulin/ml Medium ausgesetzt waren, mit 
72 % unterhalb des Kontrollwertes. 
Möglicherweise kam es bei der Zugabe von Insulin in Konzentrationen > 10-3 mg 
Insulin/ml Medium auf die subkonfluent besiedelte Wachstumsunterlage aufgrund einer zu 
hohen Konzentration (Übersättigung der Lösung) zur Abscheidung des Wirkstoffs auf der 
Unterlage. Infolge dessen könnte sich die Wachstumsunterlage für proliferierende L929-
Zellen als ungeeignet dargestellt haben. Ein Hinweis dafür könnte der hohe Anteil an 
abgekugelten, aber nicht mitotischen Zellen gewesen sein. Etwa 70 % der vital- und 
hämalaungefärbten Zellen, die 24 h einer Konzentration von 10-1 mg Insulin/ml Medium 
ausgesetzt waren, entsprachen diesem Typ (Abb. 28). 
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Demgegenüber stimulieren Konzentrationen < 10-3 mg Insulin/ml Medium das Zell-
wachstum. Die Gesamtzellzahl überschreitet mit 125 % bei Konzentrationen von 10-5 mg 
Insulin/ml Medium deutlich die Zellzahl der Kontrolle. Die Zellkörper sind zudem gut auf 
der Wachstumsunterlage ausgebreitet und der Anteil von kugelförmig abgerundeten Zellen 
an der Gesamtzellzahl liegt bei etwa 5 %. 
Der in vorliegender Studie ermittelte Konzentrationsbereich von < 10-3 mg Insulin/ml 
Medium zur Stimulation des Zellwachstums wird durch Ergebnisse anderer Arbeits-
gruppen bestätigt. Für embryonale Fibroblasten der Zellinie BALB/c 3T3 konnten KAREY 
et al. (1988) sowie RISS et al. (1988) eine optimale Konzentration von < 2,5·10-4 mg 
Insulin pro ml für die halbmaximale Stimulation der Zellproliferation feststellen. 
 
Aus den genannten Gründen muß die konzentrationsabhängige Wirkung des Insulins bei 
der in vivo-Freisetzung dieses Wirkstoff durch Degradation der Kollagenschwämme und 
Mikrosphären berücksichtigt werden. Die freigesetzte Konzentration variiert in Abhängig-
keit von der Konzentration des Wirkstoffs in den Sphären, von der Größe und Stabilität der 
Sphären sowie die Anzahl der Wirkstoff-beladenen Sphären pro Kollagenschwamm. 
 
 
5.1.4  Evaluierung der Testmethode 
 
5.1.4.1  Verwendung des Extraktionstests zur Zytotoxizitätsprüfung 
 
Zur biologischen Beurteilung von Medizinprodukten werden im Teil 5 der ISO 10993 
verschiedene Prüfmethoden zur Auswahl gestellt. Die Auswahl der am besten geeigneten 
Methode ist dabei abhängig von der zu beurteilenden Prüfprobe, dem möglichen 
Applikationsort und von der Art der Anwendung des Medizinproduktes. Es werden drei 
Kategorien von Prüfverfahren vorgeschlagen: 
(a) Prüfungen mit direktem Zell-/Material-Kontakt (Zugabe der Zellsuspension direkt 
auf das Prüfmaterial) 
(b) Prüfungen mit indirektem Zell-/Material-Kontakt (qualitative Prüfungen wie Agar- 
und Filterdiffusionsprüfung) 
(c) Extraktionstest (ein Materialextrakt wird auf einen Zellrasen appliziert) 
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In vorliegender Studie ist der Extraktionstest zur Überprüfung der Zytotoxizität gewählt 
worden. Der Test beschreibt die zelluläre Wirkung der extrahierten, zellwachstums-
beeinflussenden Stoffe auf Prüfkulturen (WENZEL 2000) im Vergleich zu Kontrollkulturen. 
Der Extraktionstest hat sich aus verschiedenen Gründen bewährt: 
1. Kollagenschwämme besitzen eine dreidimensionale, offenporige Struktur. Zellen, die in 
Suspension gemäß Prüfverfahren (a) auf den Matrices appliziert werden, bleiben nicht nur 
auf der Oberfläche des Materials haften, sondern gelangen auch in tiefergelegene Poren. 
Da die Kontrollkulturen jedoch auf einer ebenen, zweidimensionalen Wachstumsunterlage 
(Glas) angezüchtet werden, ist eine qualitative (z.B. Morphologie) und quantitative (z.B. 
Zelldichte, Proteingehalt) Beurteilung der Zytotoxizität nicht möglich. Mit dem Extrak-
tionstests ist es hingegen aufgrund der Zweidimensionalität von Kontroll- und Prüfkulturen 
möglich, den zytotoxischen Einfluß der Kollagenschwämme auf das Zellwachstum durch 
qualitative und quantitative Parameter objektiv zu bestimmen (DOHRENBUSCH et al. 1988). 
2. In den Arbeiten von JOHNSON et al. (1983, 1985) sind verschiedene Methoden zur 
Bestimmung der in vitro-Bioverträglichkeit von Materialien evaluiert worden. Dazu 
wurden unterschiedlich stark toxisch wirkende Materialien mit mehreren Zellinien und 
Primärzellkulturen in diversen Kombination untersucht und die Ergebnisse mit einem 
Ratten- und Kaninchen-Modell in vivo verglichen. Diesen Untersuchungen zufolge waren 
Zytotoxizitätstests mit Prüfmaterialextrakten hinsichtlich der Beurteilung von Zell-
wachstum und Zellwachstumshemmung sensitiver und differenzierter als Tests mit einem 
direkten Zell-/Material-Kontakt (Prüfverfahren (a) nach ISO 10993-5). Ein Vergleich der 
in vitro- und in vivo-Ergebnisse nach intramuskulärer Implantation in Kaninchen ergab 
eine Übereinstimmung von 60 – 90 %. Im Vergleich zu einer 90-tägigen, subcutanen 
Untersuchung bei Ratten reagierte der in vitro-Test sogar sensitiver auf die Prüfmaterial-
zusammensetzung. 
3. In der vorliegenden Arbeit wurde zudem der Extraktionstest statt des Prüfverfahrens (b) 
(indirekter Zell-/Material-Kontakt) zur Untersuchung der Zytotoxizität gewählt, da das 
Institut für Pathologie (UK Aachen) über langjährige, umfangreiche Praxiserfahrungen mit 
diesem Test verfügt. 
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5.1.4.2  Vorteile permanenter Zellinien gegenüber primärer Zellkultur 
 
Zellkulturen werden als ein Testverfahren eingesetzt, um die zellwachstumsbeeinflussende 
Wirkung von unterschiedlichsten Medizinprodukten zu untersuchen (GEBAUER-HARTUNG 
et al. 1996). Für in vitro-Zytotoxizitätstests werden permanente Zellinien, wie z.B. Maus-
fibroblasten des Stammes L929, in der Vorschrift ISO 10993-5 empfohlen. 
Der Vorteil einer Zellinie gegenüber einer primären Zellkultur ist die Reproduzierbarkeit 
der Ergebnisse. Bei etablierten Zellinien sind, unter optimaler Pflege und Wachstumsbe-
dingungen, Morphologie und Generationszeit der Zellen bekannt (ANDERHEIDEN 1992, 
GEBAUER-HARTUNG et al. 1995). Leichte Veränderungen der Parameter durch einen zyto-
toxischen Materialeinfluß sind unmittelbar festzustellen. Auch Untersuchungen von 
JOHNSON et al. (1985) bestätigen die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse durch den Einsatz 
von Zellinien. Deshalb sei permanenten Kulturen der Vorzug vor Primärkulturen zu geben.  
 
 
5.2  Physikochemische Charakterisierung 
 
5.2.1  Mikrostruktur der Poren 
 
Die in vorliegender Studie untersuchten Kollagenschwämme stammten aus einer 2 cm 
dicken Platte, die in großtechnischem Maßstab durch Gefriertrocknung einer tiefgefrorenen 
Kollagensuspension hergestellt worden ist. Die Platte wurde nach der Herstellung in 
mehrere Schichten aufgetrennt (Kap. 3.1.1.1). Die Mikrostruktur von γ-sterilisierten 
Schichten 02, 04, 06, 08, 10 und 12 wurde durch elektronenmikroskopische (ESEM) 
Aufnahmen dokumentiert. 
Durch den Gefriertrocknungsprozeß der tiefgefrorenen, wäßrigen Kollagensuspension 
entstand eine Schwammstruktur, die durch ein Porennetzwerk mit hoher Interkonnektivität 
gekennzeichnet ist (Abb. 30, 31). Die Trabekelstruktur der Poren wurde stellenweise durch 
dünne Kollagenhäutchen gegeneinander abgegrenzt. Im vertikalen Verlauf einer Kollagen-
platte (exemplarisch dargestellt durch die Schichten 02, 04, 06, 08, 10 und 12) war kein 
Unterschied in der Trabekelstruktur der Poren feststellbar. 
Die Bestimmung der geometrischen Parameter Porenfläche, -durchmesser, Formfaktor 
sowie Porosität ist quantitativ bei einer Ober-, Mittel- und Unterschicht (Schichten 02, 06 
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und 12), exemplarisch für den vertikalen Verlauf innerhalb der Kollagenplatte, durch-
geführt worden. Es konnte gezeigt werden, daß die mittleren Flächen und Durchmesser der 
Poren von der Oberschicht (Schicht 02) in Richtung der Unterschicht (Schicht 12) 
abnahmen (Tabelle 5). Der Formfaktor der Poren blieb hingegen bei den untersuchten 
Schichten nahezu konstant. Die Poren der Oberschicht haben eine mittlere Fläche von 
1804 µm2 bei einem mittleren Durchmesser von 56 µm, wohingegen die Poren der 
Unterschicht mit einer Fläche von 282 µm2 und einem Durchmesser von 23 µm deutlich 
kleiner sind. Die Unterschiede zwischen einer Ober-, Mittel- und Unterschicht hinsichtlich 
der Parameter Porenfläche und -durchmesser bedingen unterschiedliche Porositäten der 
Matrices im vertikalen Verlauf. Die Oberfläche von Kollagenschwämme der Oberschicht 
ist mit 80 % poröser als die Unterschicht (69 %). 
In Kapitel 5.3.1.1 wird der Zusammenhang zwischen Porengröße der Matrices und 
zellulärem Einwachsen diskutiert.  
 
Die beschriebenen Unterschiede der Porengeometrie im vertikalen Verlauf einer Kollagen-
platte sind durch den Herstellungsprozeß der Schwammstruktur bedingt und können 
sowohl bei der Produktion von Kollagenschwämmen im Labormaßstab als auch im 
großtechnischen Maßstab beobachtet werden.  
Bei der großtechnischen Herstellung der Schwämme wird zunächst eine wäßrige Kollagen-
suspension in eine Gefrierschale gegeben und tiefgefroren. Dabei entstehen innerhalb der 
Suspension Eiskristalle, deren Morphologie die spätere Porenstruktur der Kollagenplatte 
bestimmt (DOILLON et al. 1986, KUBERKA et al. 2002, SCHOOF et al. 2001). Die Größe der 
Kristalle ist abhängig vom vertikalen Temperaturgradienten zwischen Gefrierschale und 
Kollagensuspension, der Eisfrontgeschwindigkeit und einer Beigabe von Zusatzstoffen 
(z.B. Additive wie z.B. Essigsäure). Die Eiskristalle sind kleiner und die Geschwindigkeit 
der Eisfront höher, wenn ein großer Temperaturgradient beim Gefrierprozeß der 
Kollagensuspension (z.B. 50 K/cm Höhe der Suspension gegenüber 30 K/cm, KUBERKA et 
al. 2002) anliegt. Der vertikale Temperaturgradient von unten (Gefrierschale) nach oben 
(Oberfläche der Suspension) erzeugt dementsprechend stetig größer werdende Eiskristalle 
in der Kollagensuspension. Den temperaturabhängigen Einfluß auf die Porengröße bei der 
Verarbeitung von Kollagensuspensionen bestätigen auch Untersuchungen von BERTHOD et 
al. (1994), BOYCE et al. (1988), LEE et al. (2001b), NEHRER et al. (1997), O`BRIEN et al. 
(2004) sowie PARK et al. (2002). Während des sich anschließenden Gefriertrocknungs-
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prozesses (Sublimation des Eises bei niedrigem Druck) bildet sich aus der tiefgefrorenen 
Kollagensuspension eine dreidimensionale Schwammstruktur durch intermolekulare, kova-
lente Quervernetzungen zwischen den sich in der Suspension befindlichen Kollagen-
fibrillen und -fasern. Die poröse Matrixstruktur ist ein Abbild der zuvor existenten Struktur 
der Eiskristalle (SCHOOF et al. 2000, VON HEIMBURG et al. 2003). 
 
Im Gegensatz zur beschriebenen Herstellung einer Kollagenplatte mit unterschiedlicher 
Porengeometrie, können aber auch Fasergeflechte mit einheitlicher Porengröße im verti-
kalen Verlauf geschaffen werden. Eine Möglichkeit ist, der Kollagensuspension ein 
Additiv, z.B. Essigsäure, zuzusetzen und das Gemisch mit Hilfe einer Power-Down-
Technik herabzukühlen (HESCHEL et al. 1996, KUBERKA et al. 2002, SCHOOF et al. 1998, 
VON HEIMBURG et al. 2001). Mit dieser Technik ist es möglich, Kollagenmatrices mit 
einheitlicher Porengröße von z.B. 20 µm herzustellen (NOAH et al. 2002). Eine weitere 
Möglichkeit wird von O`BRIEN et al. (2004) gegeben. Sie verglichen Kollagenschwämme 
nach herkömmlicher Herstellungsmethode (Kollagensuspension für 60 min bei -40 °C 
schockgefrieren mit anschließender Gefriertrocknung bei 0 °C für 17 h) und nach Modi-
fikationen des Herstellungsprozesses (constant cooling rate technique, langsames und 
konstantes Abkühlen der Gefrierschale mit Kollagensuspension und unter Variation der 
Abkühlgeschwindigkeit der Suspension selbst). Die Methode des konstanten Abkühlens 
einer Kollagensuspension führte zu einer homogenen Porenstruktur mit geringer Variation 
der mittleren Durchmesser im Vergleich zur herkömmlichen Methode. 
 
Nach Aussage von HOLLISTER et al. (2002) besitzen angezüchtete Gewebe auf Matrices 
mit verschieden gestalteter Porenarchitektur geringere biomechanische Eigenschaften im 
Vergleich zu Geweben in Scaffolds mit einheitlicher Porengröße. Wie bei den in vor-
liegender Studie untersuchten Matrices gezeigt werden konnte, variieren die Porenflächen 
und -durchmesser innerhalb einer jeweiligen Schicht in einem sehr weiten Größenbereich 
(Tabelle 5, Minimal- und Maximalwerte). Es wird daher empfohlen, in zukünftigen in 
vivo-Untersuchungen die biomechanischen Eigenschaften der in dieser Studie charakteri-
sierten Kollagenschwämme zu prüfen.  
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5.2.2  Wasseraufnahmekapazität und -anteil der Kollagenschwämme 
 
Die Aufnahmekapazität von Flüssigkeiten, z.B. Blut oder Wundsekrete, durch Kollagen-
schwämme ist besonders bei einem Einsatz der Matrices als Tamponade ein wichtiger 
Aspekt (CHVAPIL 1977). Dabei scheint die Aufnahmekapazität gefriergetrockneter, 
schwammartiger Matrices nach Ansicht von PATEL und AMIJI (1996) von der porösen 
Struktur abhängig zu sein.  
Wie in Kapitel 5.2.1 beschrieben, unterscheiden sich die in dieser Studie beschriebenen 
Kollagenschwämme aus einer Ober-, Mittel- und Unterschicht aufgrund ihrer porösen 
Struktur (Tabelle 5, Abb. 31). Durch Bestimmung der Parameter Porenfläche und Poren-
durchmesser ist nachgewiesen worden, daß die Porengröße im vertikalen Verlauf einer 
Kollagenplatte von der Oberschicht in Richtung der Unterschicht abnehmen. Zur Über-
prüfung der Wasseraufnahmekapazität der Kollagenschwämme in Abhängigkeit von der 
Porenstruktur sind deshalb Matrices aus der Ober-, Mittel- und Unterschicht in A. bidest. 
für 30 Sekunden und 1 Stunde eingelagert und das Feuchtgewicht bestimmt worden. 
Aufgrund der ermittelten Ergebnisse (Kap. 4.2.2) kann die von PATEL und AMIJI (1996) 
formulierte Abhängigkeit der Wasseraufnahmekapazität von der Porenstruktur der 
Kollagenschwämme bestätigt werden. Kollagenschwämme aus der kleinporigen Unter-
schicht (mittlerer Durchmesser 23 µm) nahmen signifikant sowohl nach einer Ein-
lagerungszeit von 30 Sekunden als auch nach 1 Stunde im Mittel 5 mg Wasser pro mg 
Kollagenmasse mehr auf als Schwämme der großporigen Oberschicht (mittlerer Durch-
messer 56 µm). Matrices der Unterschicht konnten nach 1-stündiger Einlagerung in A. 
bidest. die 38-fache Menge ihres Eigengewichtes an Wasser aufnehmen und zurückhalten. 
Bei der Bestimmung des Wasseranteils am Feuchtgewicht der Schwämme traten 
signifikante Unterschiede zwischen der Ober- und Mittelschicht sowie zwischen Ober- und 
Unterschicht auf. In allen Schichten lag der Wasseranteil nach 30-sekündiger und 1-
stündiger Einlagerung im Mittel bei etwa 97 %. 
Die beschriebenen Unterschiede zwischen den Schichten hinsichtlich ihrer Wasserauf-
nahmekapazität und der Eigenschaft, das aufgenommene Wasser zurückzuhalten, beruhen 
wahrscheinlich auf Kapillareffekten. Offenporige, aber englumige Strukturen, wie sie bei 
Matrices der Unterschicht vorliegen, können Wasser offensichtlich besser in ihrer Matrix 
zurückhalten als die offenporige, großlumige Strukturen von Kollagenschwämmen der 
Oberschicht. 
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Ein erhöhter Flüssigkeitsaustritt bei Wunden, z.B. durch verstärkte Exsudation von den 
Blutgefäßen, könnte den Einsatz von Kollagenschwämmen mit erhöhter Aufnahme-
kapazität erforderlich machen. Die Steigerung der Flüssigkeitsaufnahme von kollagenen 
Matrices ist möglich, indem die Schwammstruktur durch Quervernetzung der Kollagen-
fasern stabilisiert wird (PARK et al. 2002, STEFFENS et al. 2004). 
PARK et al. (2002) verglichen den Wasseranteil am Feuchtgewicht von unbehandelten und 
modifizierten Kollagenschwämme (unterschiedliche Grade einer EDC-Quervernetzung). 
Vernetzte Matrices wiesen einen Wasseranteil von 97 – 98 % des Feuchtgewichtes auf, 
wohingegen der Wasseranteil bei unvernetzten Schwämmen 94 % des Feuchtgewichtes 
ausmachte. Als Ursache wird vermutet, daß die Porenstruktur nicht behandelter Matrices 
bei Kontakt mit dem Medium kollabiert und somit die Flüssigkeit schlechter an die Matrix-
struktur binden kann. Ähnliche Ergebnisse werden auch in der Arbeit von STEFFENS et al. 
(2004) zur Steigerung der Aufnahmekapazität unterschiedlich stabilisierter Matrices 
berichtet. EDC/NHS-vernetzte Kollagenschwämme hielten, nachdem die Matrices auf eine 
saugfähige Unterlage gelegt wurden, etwa doppelt soviel Wasser zurück wie unbehandelte 
Matrices (etwa 13 mg PBS pro mg Kollagen gegenüber ca. 7 mg/mg). Eine Verdopplung 
der Wasseraufnahmekapazität von Schwämmen wird auch durch die matrixstabilisierende 
Wirkung von Glutaraldehyd erzielt (CHVAPIL 1977). Anhand unvollständig und vollständig 
vernetzter Matrices stieg die Aufnahmekapazität von 23 g H2O auf 45 g H2O pro Gramm 
Kollagen.  
 
Es wird daher für einen möglichen Einsatz der in vorliegender Studie untersuchten 
Kollagenschwämme als Hämostyptikum empfohlen, kleinporigen Schwämmen aufgrund 
ihrer höheren Wasseraufnahmekapazität den Vorzug vor großporigen Schwämmen zu 
geben. Die Möglichkeit, eine Flüssigkeitsaufnahme durch chemische Stabilisierung der 
Matrices zu erhöhen, sollte dabei in Erwägung gezogen werden. 
 
 
5.2.3  Degradation der Schwämme in vitro 
 
Ein Biomaterial soll degradierbar sein, um langzeitliche Beeinträchtigungen, wie z.B. eine 
mögliche Verkapselung des Implantats, vorzubeugen. Dabei muß die Degradation des 
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Materials kontrolliert erfolgen, um eine kontinuierliche Gewebsrekonstruktion zu erlauben 
(LANGER und VACANTI 1993). 
Die in vitro-Degradation von Kollagenschwämmen wird häufig mit Hilfe enzymatischer 
Tests durch Inkubation der Matrices in bakterieller Kollagenase (oder ähnlichen Enzymen 
wie z.B. Pepsin, Trypsin, etc.) simuliert. Zahlreiche Arbeiten hinsichtlich dieser Methodik 
sind veröffentlicht, z.B. ANGELE et al. (2004), PIEPER et al. (2002b), QUTEISH et al. (1990), 
STEFFENS et al. (2004). Enzymatische in vitro-Tests erlauben zwar eine relative Vergleich-
barkeit von verschiedenen, kollagenen Materialien untereinander, jedoch ist eine Korrela-
tion mit der Degradationsrate unter in vivo-Bedingungen schwer herzustellen (FRIESS 
1998, OKADA et al. 1992, YANNAS et al. 1975). In der Literatur existieren bisher jedoch 
kaum Veröffentlichungen, die den Trockengewichtsverlust von Kollagenschwämmen 
beschreiben, der nur durch Einlagerung in wäßrige Medien entsteht. Aus diesem Grund ist 
in vorliegender Studie die in vitro-Degradationen von DHT-vernetzten Matrices (Aus-
gangsmatrix) in A. bidest. sowie 2 unterschiedliche Zellkulturmedien untersucht worden. 
Der Einfluß solcher Lösungen wurde geprüft und Unterschiede im Degradationsverlauf 
von Kollagenschwämmen in Abhängigkeit von verschiedenen Porengrößen, Sterilitäts-
formen und Inkubationsmedien identifiziert und analysiert.  
Zu diesem Zweck sind unsterile, γ- und Plasma-sterilisierte Kollagenschwämme, jeweils 
aus einer Ober-, Mittel- und Unterschicht, in den Medien A. bidest. sowie den Zellkultur-
medien für humane (HUVEC) und bovine (GM7373) Endothelzellen bei 37 °C eingelagert 
(Medienwechsel alle 48 h) und nach 1, 6, 12 und 18 Tagen Verweildauer wieder 
entnommen worden. Als Maß für die Degradation diente die Differenz des Trocken-
gewichtes vor und nach der Einlagerung in die Medien. Die Trockengewichtsveränderun-
gen der Kollagenschwämme in Abhängigkeit von der Sterilitätsform der Matrices sowie 
des eingesetzten Mediums sind in Tabelle 7 zusammengefaßt. 
Unsterile, Plasma- und γ-sterile Kollagenschwämme verloren in den Medien A. bidest. und 
HUVEC-Medium während einer Einlagerungszeit von 18 Tagen signifikant an Trocken-
gewicht, wohingegen Matrices aller Sterilitätsformen in GM7373-Medium nach anfäng-
lichem Gewichtsverlust signifikant wieder an Trockengewicht zunahmen. Bei unsterilen 
und Plasma-sterilen Schwämmen lag nach 18 Tagen Einlagerung in diesem Medium das 
Trockengewicht über dem Ausgangsgewicht. Bei γ-sterilen Matrices (Abb. VI im Anhang) 
blieb das Trockengewicht nach 18-tägiger Verweildauer trotz Zunahme ab dem 6. 
Inkubationstag unterhalb der Ausgangsgewichtes. 
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Tabelle 7: Trockengewichtsveränderungen kollagener Matrices der Ober-, Mittel- und Unterschicht (02, 06, 
12) in unsteriler und steriler Form. Inkubationsdauer 18 d in A. bidest., Medium für humane Endothelzellen 
(HUVEC) und Medium für bovine Endothelzellen (GM7373). (Trockengewichtsveränderung in [%] des 
Ausgangsgewichtes) 
Sterilitätsform Medium 
Schicht 02, 06, 12 A. bidest. HUVEC (human) GM7373 (bovin) 
unsteril 14 – 16 * 15 – 20 * + 27 – 28 1 
plasma 27 – 32 * 20 – 28 * + 19 – 28 1 
gamma 54 – 59 * 41 – 47 *         7 – 15 2 
* Trockengewichtsverlust 
1 Trockengewichtszunahme. Das Trockengewicht unsteriler und Plasma-steriler Proben liegt über dem 
Ausgangsgewicht.  
2 Trockengewichtszunahme mit zunehmender Inkubationszeit, jedoch nach 18 d noch unterhalb des 
Ausgangszustandes. 
 
Die in Kapitel 4.2.3 beschriebenen Ergebnisse belegen, daß die Sterilitätsform sowie das 
verwendete Medium entscheidend die Degradation in vitro beeinflussen. Laut ANGELE et 
al. (2004), STEFFENS et al. (2004) sowie TRASCIATTI et al. (1998) wird die Änderungen des 
Trockengewichtes auch vom Grad der Quervernetzung kollagener Matrices bestimmt. Da 
in vorliegender Studie die auf ihre Degradation untersuchten Proben einheitlich DHT-
vernetzt waren, hat dieser Aspekt hier keinen Einfluß auf den Vergleich des Degradations-
verhaltens der Matrices in unterschiedlichen Medien. 
 
 
5.2.3.1  Einfluß der Porenstruktur auf die Degradation 
 
Wie in Kapitel 4.2.3 beschrieben, ist der Verlauf der Trockengewichtsveränderung bei 
Matrices mit gleicher Sterilitätsform (unsteril, γ- oder Plasma-steril) in den verschiedenen 
Medien ähnlich, unabhängig davon, ob sie aus einer Ober-, Mittel- oder Unterschicht (02, 
06 oder 12) stammen. Die unterschiedliche Porengröße der Kollagenschwämme aus ver-
schiedenen Schichten (Tabelle 5) scheint somit keinen maßgeblichen Einfluß auf die 
Trockengewichtsänderung zu haben. Aufgrund der unterschiedlich großen, inneren Ober-
fläche der Kollagenschwämme (groß- und kleinporige Matrices, z.B. Schicht 02 und 12) 
und der damit verbundenen, ebenso unterschiedlich großen Angriffsfläche für die 
Degradation, wäre ein höherer Trockengewichtsverlust bei kleinporigen Schwämmen 
vorstellbar gewesen. Die Untersuchungen geben jedoch keinerlei Hinweis darauf, daß 
kleinporige Schwämme schneller oder in stärkerem Maße degradieren als großporige 
Schwämme.  
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5.2.3.2  Trockengewichtsveränderung in A. bidest. 
 
Unsterile Kollagenschwämme, die in A. bidest. eingelagert werden, verloren bis zu einer 
Inkubationsdauer von 6 Tagen ca. 14 % an Trockengewicht. Bei längerer Verweilzeit ist 
nur ein geringer weiterer Trockengewichtsverlust feststellbar (Abb. 39, Abb. I und II im 
Anhang). Bei Plasma-sterilen und γ-sterilen und Matrices hingegen nimmt das 
Trockengewicht bis zu einer Verweilzeit von 18 Tagen in A. bidest. nahezu stetig ab. Der 
geringste Trockengewichtsverlust in diesem Medium ist für unsterile Matrices festgestellt 
worden. Plasma- und γ-sterile Matrices degradierten stärker in A. bidest (Tabelle 7). 
Der Trockengewichtsverlust der untersuchten Kollagenschwämme in A. bidest. scheint 
aufgrund der zellfreien Inkubation in diesem Medium vermutlich durch 2 Prozesse 
bestimmt zu sein: 
1. säurekatalysierte hydrolytische Spaltung des Kollagens 
2. durch Zerstörung der strukturelle Integrität der Kollagenmoleküle durch 
Sterilisierung 
 
Die zur säurekatalysierten hydrolytischen Spaltung notwendige, gelöste Säure stammt 
aus den Kollagenschwämmen. Bei der Herstellung des Fasergeflechts wird die kollagene 
Grundmasse u.a. durch eine Säurebehandlung mit Salzsäure bei pH 3 von Begleitstoffen 
gereinigt. Weitere Verarbeitungsschritte (Patentschriften DE 32 03 957 und DE 40 28 622) 
folgen ebenfalls bei einem pH-Wert von etwa 3. Anschließend wird die Kollagenmasse 
tiefgefroren und zur Herstellung eines porösen Schwammes durch Sublimation des Wasser 
gefriergetrocknet. Werden diese Schwämme in Wasser eingelagert, so könnten in den 
Schwämmen vorhandene Säurereste in Lösung gehen und laut Firmenangaben den pH-
Wert senken. Eine säurekatalysierte hydrolytische Spaltung von Kollagen wäre somit 
möglich. Sie erfolgt in den unpolaren Regionen der einzelnen α-Ketten (ANGELE et al. 
2004).  
Bei unsterilen Schwämme scheint ab einer Verweildauer von 6 Tagen (zweimaliger 
Mediumwechsel) die in den Matrices vorhandene Säure ausgewaschen zu sein, da kaum 
noch ein weiterer Trockengewichtsverlust nachgewiesen wurde.  
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Bei Plasma-sterilen Matrices und insbesondere bei γ-sterilen Schwämmen findet im 
Gegensatz zu unsterilen Matrices auch nach einer 6-tägigen Inkubationsdauer ein weiterer, 
progressiver Abbau der Schwämme statt. Plasma-sterile Proben verlieren bis zum 18. Tag 
der Einlagerung zwischen 27 und 28 % ihres Trockengewichtes in A. bidest., γ-sterile 
Matrices über die Hälfte ihres Ausgangsgewichtes. Der unterschiedlich stark ausgeprägte 
Verlust an Trockengewicht von sterilisierten im Vergleich zu unsterilen Matrices und der 
unterschiedliche Verlust bei den verschiedenen Sterilitätsformen scheint in der Zerstörung 
der strukturellen Integrität der Kollagenschwämme begründet: 
Die Sterilisation durch γ-Bestrahlung verändert die Struktur kollagener Matrices (FRIESS 
1998, LIU et al. 1989, WEADOCK et al. 1995). Die physikalischen, chemischen und biolo-
gischen Eigenschaften (strukturelle Integrität) des Kollagenschwammes werden partiell 
zerstört. Dabei führt die γ-Sterilisation initial zum Aufbrechen chemischer Verknüpfungen 
(inter- und intramolekulare Verknüpfungen wie z.B. Peptidbindungen) zwischen den 
Kollagenfasern mit z.T. stark verminderter Zugfestigkeit der Kollagenschwämme sowie 
geringerer Resistenz (BELKOFF et al. 1992, BERTHOD et al. 1994, CHEUNG et al. 1990, LIU 
et al. 1989, STEMBERGER et al. 1998, TRASCIATTI et al. 1998, TYAN et al 2003). 
STEMBERGER et al. (1998) bestätigen ebenfalls Veränderungen in der Struktur kollagener 
Matrices. Nach Bestrahlungsdosen von 25 kGy löste sich Kollagen in Wasser auf wie 
Gelatine, Dosen von 15 kGy führten dagegen nicht zu Veränderungen der Löslichkeit. 
 
Die weniger energiereiche UV-Bestrahlung der Kollagenschwämme während der Plasma-
Sterilisation bewirkt ebenfalls Veränderungen der mechanischen Eigenschaften innerhalb 
der kollagenen Struktur (LEE et al. 2001b). Die Veränderungen umfassen zum einen die 
Photopolymerisation von Kollagenfibrillen untereinander, zum anderen die Spaltung 
kollagener Polypeptidketten (MIYATA et al. 1971). Die Bestrahlung bei Wellenlängen von 
254 nm führt zur Radikalbildung an den aromatischen Ringstrukturen der Aminosäuren 
Tyrosin und Phenylalanin. Durch gegenseitige Bindung der freien Radikale resultieren 
neben den bestehenden noch weitere Quervernetzungen zwischen den Kollagenfasern 
(WEADOCK et al. 1995, 1996). Dieser Matrix-stabilisierende Effekt ist durch verminderten 
enzymatischen Abbau nachgewiesen (LEE et al. 2001b) und überwiegt bei Bestrahlungs-
dauern von bis zu 4 Stunden bei einer Wellenlänge von 254 nm. Eine länger andauernde 
Bestrahlung oder kürzere, mit energetisch höheren Wellenlängen, führen dagegen zur 
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Degradation des Kollagens durch Denaturierung und Fragmentierung (KOIDE und DAITO 
1997, LEE et al. 2001b, MIYATA et al. 1971). 
 
In vorliegender Studie nahm die Degradation Matrices in A. bidest. immer mehr zu, je 
stärker die strukturelle Integrität der Schwämme durch den Sterilisationsprozeß im Vorfeld 
zerstört wurde. Bei γ-sterilen Matrices war eine höhere Degradation festzustellen als bei 
Plasma-sterilen Schwämmen. Der nahezu progressive Trockengewichtsverlust kann 
vermutlich auf einen Auswaschungseffekt der durch die Hydrolyse entstandenen Kollagen-
fragmente zurückgeführt werden. Im Anschluß an die Entnahme durchliefen alle Matrices 
einen einheitlichen Waschprozeß (s. Kap. 3.2.3.3). Gestützt wird diese Vermutung durch 
die Tatsache, daß bei den nicht sterilisierten Matrices kein progressiver Verlust des 
Trockengewichts nachgewiesen werden konnte, sondern daß der Verlust nach 6-tägiger 
Einlagerungszeit stagnierte. Dieser Effekt läßt zudem darauf schließen, daß der Gewichts-
verlust der γ- und Plasma-sterilen Schwämme nicht in einem Auswaschen von noch 
vorhandenem, wasserlöslichen Kollagen oder sonstiger Begleitstoffe begründet ist. In dem 
Fall würden auch die unsterilen Schwämme mit zunehmender Einlagerungszeit an Gewicht 
verlieren. Zudem stellt wasserlösliches Kollagen bei der Kollagengewinnung nur einen 
sehr geringen Anteil des Gesamtkollagens und hängt vom Alter des Tieres und des 
Gewebes, aus dem es gewonnen wird, ab (FRIESS 1998). So können z.B. aus der Haut von 
Jungtieren, bei denen die inter- und intramolekulare Vernetzung der Kollagenfibrillen und 
-fasern noch gering ist, nur wenige Prozent gewonnen werden (FRIESS 1998). Dieser 
Prozentsatz würde sich anschließend bei dem Prozeß der Kollagenaufbereitung zur 
Herstellung der Schwämme noch weiter verringern. 
 
 
5.2.3.3  Trockengewichtsveränderung in Zellkulturmedien 
 
Das Trockengewicht der unsterilen Kollagenschwämme aller Schichten nahm im 
HUVEC-Medium mit zunehmender Verweildauer ab (Abb. 40, Abb. III und IV im 
Anhang). Der Trockengewichtsverlust lag mit 15 – 20 % des Ausgangsgewichtes über dem 
Gewichtsverlust von unsterilen Schwämmen nach Einlagerung in A. bidest. (Tabelle 7). 
Auch bei Plasma- und γ-sterilen Matrices waren mit fortschreitender Inkubationszeit 
Trockengewichtsverluste nachweisbar, wobei auch in diesem Medium, wie in A. bidest., 
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bei γ-sterilen Matrices der größten Trockengewichtsverlust bestimmt wurde. Im Vergleich 
zur in vitro-Degradation der Plasma- und γ-sterilen Schwämme in A. bidest. (Abb. I im 
Anhang) fällt auf, daß die mittleren Trockengewichtsverluste zu gleichen Entnahmezeit-
punkten geringer sind. Die bei Einlagerung der Matrices in A. bidest. beobachtete 
Degradation durch Hydrolyse und Sterilisations-bedingter Materialinstabilität stellt sich im 
HUVEC-Medium in ihrer Ausprägung abgemildert dar. 
 
Werden Kollagenschwämme in GM7373-Medium inkubiert, so ist nur anfänglich ein 
Trockengewichtsverlust, vermutlich durch Hydrolyse, nachweisbar (Abb. 41 und Abb. V 
und VI im Anhang). Bei Inkubationszeiten von mehr als einem Tag nimmt das Trocken-
gewicht der Matrices wieder zu und übersteigt bei unsterilen und Plasma-sterilen Matrices 
das Ausgangsgewicht, bei γ-sterilen Schwämmen bleibt das Trockengewicht trotz Zu-
nahme unterhalb des Ausgangsgewichtes. 
 
Die beschriebenen Gewichtsveränderungen der Kollagenschwämme in HUVEC- und 
GM7373-Medium sind vermutlich auf 2 Prozesse zurückzuführen, die wahrscheinlich 
gleichzeitig in den Degradationsverlauf der Matrices eingreifen: 
1. Unspezifische Proteinadsorption an die kollagene Matrix 
2. Mineralisierung der kollagenen Matrix 
Beide Prozesse können, wie die nachfolgende Beschreibung beider Prozesse ergeben wird, 
synergistisch wirken. Welcher der beiden Effekte überwiegt, kann durch die unter-
schiedliche Zusammensetzung des Mediums vermutet werden. 
 
Vor allem durch eine strahlungsbedingte Schädigung des Kollagengerüsts bei der Plasma- 
und γ-Sterilisation werden im Kollagenmolekül Peptidbindungen aufgebrochenen 
(CHEUNG et al. 1990). In Verbindung mit der anfänglichen hydrolytischen Spaltung der 
Matrices in den wäßrigen Medien könnten im/am Kollagen Bindungsstellen geschaffen 
werden, an die sich funktionelle Gruppen von im Komplettmedium befindlichen Proteinen 
(Aminosäuren, diverse Proteine im Human- oder Kälberserum) anheften könnten 
(HUBBELL 1996, PULEO und BIZIOS 1991). Es käme somit zu einer unspezifischen 
Proteinadsorption an die kollagene Matrix. Die Folge wäre, daß mit zunehmender 
Verweildauer im Kulturmedium stetig mehr Proteine an das degradierende Kollagengerüst 
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unspezifisch gebunden würden. Durch die prozeßbedingte, für alle Schwämme einheitliche 
abschließende Waschprozedur in A. bidest. könnten sie nicht mehr entfernt werden, 
wodurch das Trockengewicht der Schwämme im Laufe der Inkubationszeit immer mehr 
zunimmt.  
 
Neben der Proteinadsorption könnten die beschriebenen Trockengewichtsveränderungen 
durch eine zunehmende Mineralisierung der Kollagenschwämme erklärt werden. 
ANDRE-FREI et al. (2000), CHEVALLAY et al. (2000) sowie ROCHE et al. (2001) unter-
suchten die Degradation von Kollagenschwämmen in den Komplettmedien für dermale 
Mausfibroblasten (DMEM mit 10 % fötalem Kälberserum) und für bovine Knorpelzellen 
(RPMI/NCTC mit 10 % fötalem Kälberserum). Durch Bestimmung des Calcium- und 
Phosphorgehaltes der Schwämme konnten sie nachweisen, daß die Kollagenschwämme im 
Zellkulturmedium zunehmend verkalkten und sich azelluläres Apatit8 auf der Matrix 
abgelagert hat. Die in vitro-Degradation kollagener Matrices im Zellkulturmedium scheint 
ihrer Ansicht gleichzeitig mit einer Mineralisation der Matrices durch Apatit-Ablager-
ungen einher zu gehen (ANDRE-FREI et al. 2000, CHEVALLAY et al. 2000). Mit zunehmen-
der Verweilzeit von Kollagenschwämmen in zellfreiem Medium scheint der Grad der 
Verkalkung zu steigen. 
In vitro-Degradationsprozesse stehen in Abhängigkeit von der Stabilität (Quervernetzung) 
der Matrix. Bei nicht ausreichend stabilisierten Matrices scheinen Degradationsprozesse 
gegenüber einer Trockengewichtszunahme durch Apatit-Ablagerungen zu überwiegen. 
Stabilisierte Matrices nehmen hingegen an Trockengewicht zu (ROCHE et al. 2001). 
Die Mineralisierung von Kollagenschwämmen scheint im direkten Zusammenhang mit der 
Menge an Calcium im jeweils eingesetzten Komplettmedium (Standardmedium + Zusätze, 
v.a. Kälberserum) zu stehen. In den Studien von CHEVALLAY et al. (2000) und ROCHE 
et al. (2001) wurden den Basismedien für primäre Mausfibroblasten (Mediumtyp DMEM) 
und bovine Knorpelzellen (Mediumtyp RPMI/NCTC) jeweils 10 % fötales Kälberserum 
zugegeben. Bei gleichen Volumenanteilen an Kälberserum unterscheiden sich die Kom-
plettmedien laut Herstellerangaben durch die erhöhte Konzentration von Calcium (in Form 
von CaCl2) im Fibroblasten-Medium (264 mg CaCl2 pro 1 l Medium gegenüber 200 mg 
CaCl2 pro 1 l RPMI/NCTC-Medium). Dementsprechend mineralisierten Schwämme im 
Fibroblasten-Medium (142-fache Erhöhung des Ca-Anteils im Trockengewicht der 
                                            
8 Apatit: Tri-Calciumphosphat Ca3(PO4)2 
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Matrices) stärker als gleich behandelte Matrices im Medium für Knorpelzellen (72-fache 
Erhöhung) (CHEVALLAY et al. 2000, und ROCHE et al. 2001). 
 
Die in vorliegender Studie erzielten Ergebnisse zur in vitro-Degradation von Kollagen-
schwämmen in den Komplettmedien für humane Endothelzellen und für die bovine 
Endothelzellinie GM7373 (s. Kap. 4.2.3) scheinen die beschriebene Mineralisierung kolla-
gener Matrices zu bestätigen. In beiden Komplettmedien (HUVEC, GM7373) liegt der 
Serumanteil bei etwa 20 Volumenprozent. Im Medium für HUVEC ist jedoch weniger 
Calcium in Form von CaCl2 gelöst als im Medium für GM7373-Zellen (ca. 210 mg CaCl2 
pro 1 l Medium gegenüber 264 mg CaCl2 pro 1 l Medium). Kollagenschwämme sind 
jeweils mit den beschrieben Medien für 1, 6, 12 und 18 Tage eingelagert worden. 
Unabhängig von der Sterilitätsform (unsteril, γ- und Plasma-steril) und der Schicht (Ober-, 
Mittel- und Unterschicht) zeigten die Matrices ein unterschiedliches Verhalten im Kontakt 
zu den Komplettmedien. Das Trockengewicht von Kollagenschwämmen, die im Komplett-
medium für HUVEC eingelagert worden sind, nahm in den beobachteten Zeiträumen ab 
(Abb. 40, Abb. III und IV im Anhang), wohingegen das Trockengewicht von Matrices im 
Medium für GM7373-Zellen nach anfänglichem Gewichtsverlust wieder zunahm (Abb. 41, 
Abb. V und VI im Anhang). 
Da die Trockengewichtsveränderung von Kollagenschwämmen in Komplettmedien u.a. in 
Abhängigkeit der zeitgleich stattfindenden Prozesse Matrixdegeneration, Proteinadsorption 
und Matrixmineralisierung zu stehen scheint, liegt die Vermutung nahe, daß im HUVEC-
Medium degradative Prozesse in ihrem Ausmaß abgemildert werden. Die Degradation in 
HUVEC-Medium überwiegt jedoch gegenüber einer Trockengewichtszunahme durch 
Proteinadsorption und Mineralisierung. Die Annahme, daß Prozesse der Mineralisierung 
und unspezifischer Proteinadsorption stattfinden, die zu einer Trockengewichtszunahme 
der Matrices in diesem Medium führen, wird dadurch unterstützt, daß der Trocken-
gewichtsverlust der im HUVEC-Medium eingelagerten Matrices zu beinahe allen 
Entnahmezeitpunkten geringer ist als bei Matrices nach Einlagerung in A. bidest. 
Im Komplettmedium für die Endothelzellinie GM7373 scheinen hingegen die Protein-
adsorption sowie die Ablagerung von Apatit gegenüber den degradativen Prozessen zu 
dominieren. Durch Adsorptions- und Ablagerungsprozesse in diesem Medium werden die 
durch Matrixdegeneration verursachten Gewichtsverluste aufgefangen und das Trocken-
gewicht der Matrices übersteigt das Ausgangsgewicht der Schwämme. 
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Die von ROCHE et al. (2001) beschriebene Abhängigkeit der Matrixmineralisation von der 
Matrixstabilität unter in vitro-Bedingungen ist nicht uneingeschränkt auf in vivo-
Bedingungen übertragbar. Nach subcutaner Implantation in Ratten stellten LEVY et al. 
(1986) zwar eine Mineralisation Glutaraldehyd-vernetzter Kollagenschwämme fest. Es 
konnte in der zitierten Studie jedoch keine Korrelation zwischen Mineralisation und 
unterschiedlichem Vernetzungsgrad festgestellt werden.  
Durch die in vitro-Degradationsversuche der vorliegenden Studie kann zusammenfassend 
festgehalten werden, daß die Einlagerung der untersuchten Plasma- und γ-sterilen 
Kollagenschwämme in A. bidest. die größten Trockengewichtsverluste verursacht. Die 
Gewichtsverluste sind vermutlich auf eine hydrolytische Spaltung des Kollagens in 
Abhängigkeit von der strukturellen Integrität der Matrices zurückzuführen. Die Integrität 
der Kollagenschwämme, insbesondere die physikalisch-chemischen Eigenschaften, wird 
v.a. durch die γ-Sterilisation verändert (FRIESS 1998, LIU et al. 1989, ROE et al. 1992). Des 
weiteren konnte durch Einlagerung der Kollagenschwämme in verschiedene Zellkultur-
medien festgestellt werden, daß die Trockengewichtsänderung der Schwämme durch 
Matrixdegradation in ihrer Ausprägung (abgemilderte Degradation oder Gewichts-
zunahme) von einer unspezifischen Proteinadsorption sowie Mineralisierung der Matrices 
abhängt. 
 
 
5.3  In vitro-Besiedlung dreidimensionaler Kollagenfasergeflechte 
 
Kollagenschwämme sind in vitro mit Zellkulturen besiedelt worden. Ziel dieser Versuche 
war, verschiedene Einflußfaktoren auf die Zellproliferation (Porengröße der Matrices, 
Besiedlungs- und Kultivierungsbedingungen, zusätzliche Stabilisierung der Matrices) zu 
beschreiben.  
 
Für die Untersuchungen sind Kollagenschwämme aus einer Ober,- Mittel- und Unter-
schicht (02, 06, 12) eingesetzt worden. Die Matrices wurden vom Hersteller in unsterilem 
und γ-sterilem Ausgangszustand (nicht modifiziert) zur Verfügung gestellt. Ein Teil der 
unsterilen Schwämme wurde für bestimmte Untersuchungen modifiziert, indem die 
Matrices mittels EDC/NHS quervernetzt (stabilisiert) und EtOH-desinfiziert worden sind. 
Nicht modifizierte sowie modifizierte Matrices der 3 Schichten sind mit 3 permanenten 
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Zelllinien (L929-Mausfibroblasten, GM7373-bovine Endothelzellen, PC12-neuroekto-
dermale Zellen) besiedelt und für 1, 6, 12 und 18 Tage inkubiert worden. Die Inkubation 
verlief unter statischen, bei nicht modifizierten Schwämmen zusätzlich unter dynamischen 
Bedingungen. Von den besiedelten Matrices wurden Querschnitte angefertigt und die 
Invasionstiefe der Zellen bestimmt, um das Wachstumsverhalten der Zellen zu untersuchen 
und Einflußfaktoren oder Abhängigkeiten zu identifizieren. 
 
 
5.3.1  Einflußfaktoren auf die Zellproliferation 
 
Die in Kapitel 4.3 beschriebenen Ergebnisse zeigen, daß das Wachstumsverhalten von 
Zellen von mehreren Faktoren beeinflußt werden kann. In vitro können die folgenden 
Faktoren proliferationsbeeinflussend auf die Besiedlung kollagener Matrices einwirken: 
• Porenstruktur 
• Nährstoff- und Sauerstoffversorgung 
• Besiedlungsmethode 
• Kultivierungsbedingungen 
• Matrixmodifikation 
• Zellinie 
Das Wachstumsverhalten wird jedoch oftmals nicht nur von einem Faktor bestimmt 
(BOYCE et al. 1988, CHVAPIL et al. 1977, DOILLON et al. 1986, PRUITT und LEVINE 1984). 
Vielmehr sind auch synergistische Effekte zwischen den Einflußfaktoren möglich. In den 
nachfolgenden Unterkapiteln werden die Einflußfaktoren näher betrachtet. 
  
 
5.3.1.1  Einfluß der Porenstruktur 
 
Porenstruktur und -größe haben einen Einfluß auf die Interaktion zwischen Zellen und 
kollagener Matrix (z.B. CHVAPIL 1977, DOILLON et al. 1986, YANNAS 1988). Sowohl die 
Zellproliferation in die Tiefe der dreidimensionalen Matrix als auch die Differenzierung 
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der Zellen hängt entscheidend von der Porengröße ab. (NEHRER et al. 1997, O`BRIEN et al. 
2004, VON HEIMBURG et al. 2003). 
 
Proliferation bei nicht modifizierten Matrices unter statischen Kulturbedingungen 
In Kapitel 4.3.1 ist der Einfluß der Porengröße auf die Invasionstiefe von Zellen in die 
dreidimensionalen Matrices unter statischen Kultivierungsbedingungen (im Bega-
sungsbrutschrank) gezeigt worden. Das trifft für L929-, GM7373- und PC12-Zellen 
sowohl bei Matrices nach trockener als auch nach Medium-feuchter Besiedlungstechnik in 
ähnlicher Ausprägung zu. Daher wird nachfolgend der Einfluß der Porenstruktur auf das 
Wachstumsverhalten von Zellen exemplarisch bei Proben nach trockener Besiedlung 
diskutiert und verglichen. In Tabelle 8 sind die mittleren Invasionstiefen von L929-, 
GM7373- und PC12-Zellen nach trockener Besiedlungsmethode im zeitlichen Verlauf in 
Abhängigkeit von der mittleren Porengröße zusammengefaßt.  
Tabelle 8: Invasionstiefen von L929-, GM7373- und PC12-Zellen in nicht modifizierte Kollagenschwämme 
unterschiedlicher Schichten bei statischen Kultivierungsbedingungen im Begasungsbrutschrank. Besiedlung 
der γ-sterilen Schwämme im trockenen Ausgangszustand. Die mittleren Porendurchmesser in einer Ober-
schicht (02) liegen bei 56 µm, in der Mittelschicht bei 35 µm und in der Unterschicht bei 23 µm. (Fettdruck: 
Mittelwert der Eindringtiefe in [%] der Schwammdicke, Standardabweichung in runden Klammern) 
Zellinie Schicht Verweildauer der Matrices in Zellkultur 
  1 d 6 d 12 d 18 d 
 02 38   (3) 38   (8) 53   (7) 49   (8) 
L929 06 19   (5) 32   (8) 52   (7) 45   (4) 
 12 3   (3) 22   (6) 34   (7) 31   (8) 
 02 41   (6) 40   (9) 47   (8) 50   (7) 
GM7373 06 19   (7) 35   (5) 45   (5) 51 (10) 
 12 7   (2) 20   (8) 32   (5) 35   (7) 
 02 53 (10) 63   (9) 72 (10) 81   (6) 
PC12 06 17   (5) 29   (7) 38 (10) 44 (11) 
 12 6   (6) 13   (4) 20   (7) 28   (9) 
 
Aus Tabelle 8 sowie den Abbildungen 42 und 46 kann abgeleitet werden, daß die Inva-
sionstiefe von L929- und GM7373-Zellen in großporige Schwämme der Oberschicht (02) 
nach 1-tägiger Inkubationszeit größer ist als in Matrices der kleinporigeren Mittel- und 
Unterschicht (Schichten 06 und 12). Die große Invasionstiefe der beiden Zellinien in 
Schwämme der Oberschicht ist vermutlich dadurch zu erklären, daß die Zellen bei Zugabe 
der Zellsuspension in die offenporige Struktur der Matrices stärker hineingeschwemmt 
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werden als in die kleinporige Unterschicht. Die anfängliche Besiedlung großporiger 
Schwämme würde somit bereits in einer größeren Matrixtiefe beginnen. Die kleineren 
Poren der Schwämme aus einer Mittel- und Unterschicht wirken wahrscheinlich nach Art 
eines Filters (Filtereffekt), wobei eine Vielzahl der Zellen direkt auf der Oberfläche der 
Matrices haften bleibt. In diesem Fall startet die Besiedlung an der Oberfläche. Erst nach 
einer etwa 6-tägigen Inkubationszeit von L929- und GM7373-Zellen auf Schwämmen der 
Mittelschicht wird ein Invasionstiefe erreicht, die der von beiden Zellinien in Schwämmen 
der Oberschicht nach 1-tägiger Verweildauer entspricht. Die Besiedlung von Schwämmen 
aus einer Unterschicht verläuft zeitlich noch stärker verzögert. Eine Verweildauer von 12 –
 18 Tagen ist bei L929- und GM7373-Zellen notwendig, um etwa die Invasionstiefe beider 
Zellinien in die Oberschicht nach 1-tägiger Verweildauer zu erreichen. 
Der höhere Invasionsgrad in großporige Schwämme der Oberschicht sowie der Aspekt des 
beschriebenen Filtereffektes kann auch bei der Besiedlung mit PC12-Zellen nachgewiesen 
werden (Tabelle 8, Abb. 50). Es fällt jedoch auf, daß der Invasionsgrad der Zellen in der 
Oberschicht zu jedem Entnahmezeitpunkt größer ist als bei den mit L929- und GM7373-
Zellen besiedelten Schwämme derselben Porengröße. Eine mögliche Begründung für 
diesen Effekt könnte sein, daß die Zellkörper von PC12-Zellen möglicherweise kleiner als 
die der beiden anderen Zellinien sind und die Zellen dementsprechend tiefer in die 
Matrixstruktur hineingeschwemmt werden könnten. In diesem Fall wäre zu erwarten, daß 
die Zellen auch in der kleinporigeren Mittel- und Unterschicht größere Invasionstiefen 
erreichen als L929- und GM7373-Zellen. Eine tiefere Invasion von PC12-Zellen in 
Matrices dieser Schichten konnte jedoch nicht festgestellt werden. In der Mittel- und 
Unterschicht sind die Invasionstiefen der 3 Zellinien zu jedem Entnahmezeitpunkt nahezu 
gleich. Um diese beobachteten Effekte zu untersuchen, sind weitere Versuche notwendig. 
 
Proliferation bei modifizierten Matrices unter statischen Kulturbedingungen 
Die Porengröße beeinflußt auch bei modifizierten Matrices (EDC/NHS-stabilisierte, H0E1-
Schwämme) das Einwachsverhalten von L929-, GM7373- und PC12-Zellen unter 
statischen Bedingungen (Abb. 56 bis 58). Der bereits beschriebene Filtereffekt bei der 
Besiedlung der Schwämme konnte jedoch lediglich bei PC12-Zellen wiedergefunden 
werden. Bei der Besiedlung der Schwämme mit L929- und GM 7373-Zellen wurde er nicht 
beobachtet (Kap 4.3.2). Die Unterschiede in der mittleren Invasionstiefe von L929-Zellen 
in Schwämme der Ober- und Mittelschicht sind zu allen Entnahmezeitpunkten nicht 
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signifikant, unterscheiden sich allerdings deutlich von der geringeren Eindringtiefe von 
Zellen in die Unterschicht (Abb. 56). Bei GM7373-Zellen bildet sich erst ab einer 
Inkubationsdauer von 12 dein Unterschied in der mittleren Invasionstiefe aus.  
Als Ursache für den nicht nachgewiesenen Filtereffekt bei L929- und GM7373-Zellen im 
Gegensatz zur Besiedlung nicht modifizierter Schwämme mit diesen Zellen, könnte 
zunächst die unterschiedliche Besiedlungstechnik vermutet werden. Nicht modifizierte 
Schwämme wurden nach der trockenen und modifizierte Matrices nach der Medium-
feuchten Methode besiedelt. Dies ist jedoch wahrscheinlich nicht der Grund für die 
differierenden Ergebnisse, da sich ansonsten der Effekt auch bei PC12-Zellen zeigen 
müßte, was jedoch nicht der Fall war. Außerdem müßte sich bei einem Vergleich der 
Besiedlungsmethoden ein entsprechender Einfluß herauskristallisieren. Auch das konnte 
nicht nachgewiesen werden (Kap. 5.3.1.3).  
 
Proliferation bei nicht modifizierten Matrices unter dynamischen Kulturbedingungen 
Der Einfluß unterschiedlicher Porengrößen auf die Proliferation von L929- und GM7373-
Zellen ist auch bei Matrices festzustellen, die unter dynamischen Bedingungen kultiviert 
wurden. Bis zu einer Verweilzeit von 12 Tagen, sind die mittleren Invasionstiefen von 
L929-Fibroblasten (Abb. 59) und GM7373-Endothelzellen (Abb. 60) in Schwämme der 
Oberschicht singnifikant größer als in Matrices der Mittel- und Unterschicht. Dieser 
Unterschied kann wiederum auf den möglichen Filtereffekt bei der Besiedlung der 
kleinporigeren Schwämme der Mittel- und Unterschicht zurückgeführt werden. 
 
Abschließend kann festgehalten werden, daß die Porengröße der in vorliegender Studie 
untersuchten Kollagenschwämme, unabhängig von den eingesetzten Modifikationen und 
Kulturbedingungen, die Invasion der untersuchten Zellen in die dreidimensionale Matrices 
beeinflußt. 
 
Neben der Invasionstiefe scheint die Porengröße auch die Ausbildung des Phänotyps und 
die Biosynthese-Aktivität der einwachsenden Zellen zu beeinflussen (NEHRER et al. 1997). 
In zitierter Untersuchung ist festgestellt worden, daß nach 3-stündiger Inkubation von 
Chondrozyten auf Schwämmen (Porendurchmesser 20 µm und 85 µm) mehr Zellen in 
kleinporigen Matrices ihre typische, sphärische Gestalt angenommen haben. Jedoch 
zeigten die Zellen in beiden Schwammtypen nach 7-tägiger Inkubation einen 
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spindelförmigen, Fibroblasten-ähnlichen Zelltyp. Zudem war die Biosynthese-Aktivität 
von Zellen in kleinporigen Schwämmen höher als in großporigen Matrices. Als Ursache 
wird eine verbesserte Interaktion der Zellen auf Schwämmen mit kleinen 
Porendurchmessern aufgrund höherer Zelldichte angegeben. Dieser Aspekt kann durch 
Ergebnisse mit L929-Zellen aus vorliegender Studie nicht bestätigt werden (siehe 
Abb. 21). Die Stoffwechselaktivität der L929-Zellkulturen auf Kollagenschwämmen mit 
unterschiedlichen Porengrößen war nach 3-tägiger Verweildauer im direkten Zell/Material-
Kontakt bei allen Schichten nahezu identisch und ergab keine Abhängigkeiten von der 
Porengröße. Dabei ist natürlich zu beachten, daß sich die Zelltypen sowie die Matrices aus 
der zitierten Literatur und der vorliegenden Studie unterscheiden und daher ohne weitere 
Untersuchungen keine eindeutigen, endgültigen Rückschlüsse bzw. Vergleiche möglich 
sind. Nach Ansicht von BURG et al. (2000) ist nicht bekannt, welche Stoffwechselaktivität 
von Zellen in/auf einem Scaffold ideal ist. 
 
Die optimale Porengröße von Biomaterialien variiert je nach Zelltyp (DOILLON 1986), mit 
der das Material in Kontakt steht. Der mittlere Porendurchmesser sollte groß genug sein, 
damit Zellen durch die Poren in die Tiefe der dreidimensionalen Struktur einwandern 
können, zum anderen aber klein genug, um eine angemessene Zellbindung an der 
Matrixoberfläche zu gewährleisten (BERTHOD et al. 1994, O`BRIEN et al. 2004). Für eine 
Vielzahl von Zelltypen (Endothelzellen, Hepatocyten, glatte vaskuläre Muskelzellen, 
mikrovaskuläre Epithelzellen, Fibroblasten, Osteoblasten, Chondrozyten, Präadipocyten, 
Adipocyten) konnte der Einfluß der Porengeometrie auf Zelladhäsion, Wachstum und Aus-
bildung des Phänotyps (sphäroidal, spindelig, etc.) nachgewiesen werden (BORDEN et al. 
2003, KUBERKA et al. 2002, LIVECCHI et al. 1994, NEHRER et al. 1997, RANUCCI et al. 
2000, SALEM et al. 2002, WAKE et al. 1994, ZELTINGER et al. 2001). Als optimale Poren-
größe für eine Vaskularisierung und zelluläre Besiedlung durch epidermale Keratinozyten 
betrachten BOYCE et al. (1988) und DOILLON et al. (1986) Porendurchmesser von 50 µm 
bis 150 µm. BORDEN et al. (2003) konnten zeigen, daß humane Osteoblasten auf porösen 
Polymeren in der Lage waren, durch Zellkörperfortsätze Poren von bis zu 100 µm 
Durchmesser zu überbrücken. Für Präadipocyten geben VON HEIMBURG et al. (2003) eine 
optimale Porengröße zwischen 65 und 100 µm an. Im Vergleich zu Schwämmen mit 
Porengrößen von 45 µm (VON HEIMBURG et al. 2001) war der Invasionsgrad der Zellen 
deutlich höher und die Vorläuferzellen zeigten eine bessere Differenzierung zu Adipocyten 
Diskussion 
139 
nach subkutaner Implantation in Mäuse. Nach Ansicht von CHVAPIL (1977) sind Poren mit 
einem Durchmesser von mehr als 80 µm erforderlich, um zelluläres Einwachsen von 
Bindegewebszellen sowie die Ausbildung von Kapillaren in der Schwammstruktur zu 
ermöglichen. Schwämme mit Porengrößen kleiner 80 µm werden hauptsächlich von 
Granulozyten durchdrungen. Je größer die Porengröße der Matrix, desto vaskularisierter ist 
das einwachsende lockere Bindegewebe.  
 
 
5.3.1.2 Einfluß der Nährstoff- und Sauerstoffversorgung 
 
Die Versorgung von Zellen mit Nährstoffen, Sauerstoff sowie ein Abtransport zellulärer 
Stoffwechselprodukte ist ein Faktor, der nachfolgend unter Berücksichtigung der Poren-
größe kollagener Matrices und der Kultivierungsbedingungen betrachtet wird. 
 
Versorgung der Zellen bei nicht modifizierten Matrices unter statischen Kultur-
bedingungen 
Aus Tabelle 8 (Kap. 5.3.1.1) kann abgeleitet werden, daß die mittleren Invasionstiefen (bei 
trockener Besiedlungstechnik) von L929- und GM7373-Zellen in die 1 mm dicken 
Kollagenschwämmen der Ober- und Mittelschicht ab einer Verweildauer von 12 Tagen bei 
etwa 50 % der Matrixdicke nahezu stagnierten (ein ähnlicher Effekt war auch bei den 
Proben nach Medium-feuchter Besiedlung zu beobachten, Abb. 45 und 49). In der Unter-
schicht ist eine Proliferationsstagnation der Zellinien bei etwa 31 – 35 % der Matrixdicke 
bestimmt worden. Des weiteren war zu beobachten, daß sich die Invasionstiefen in die 
Ober- und Mittelschicht bei den genannten Zellinien ab einer 12-tägigen Verweildauer 
nahezu angeglichen haben, im Vergleich zur Unterschicht jedoch immer noch signifikante 
Unterschiede bestanden. Die Invasionstiefe von L929-Zellen in Schwämme der Ober und 
Mittelschicht war bei 12- und 18-tägiger Inkubation zwischen 14 – 19 % größer als in 
Schwämme der Unterschicht, bei GM7373-Zellen lag der Unterschied bei 13 – 16 %. Die 
bei L929- und GM7373-Zellen in allen Schichten beobachtete Proliferationsstagnation 
sowie die Invasionstiefe, in der die Stagnation auftrat, ist vermutlich auf ein verändertes 
metabolisches Milieu im Matrixzentrum zurückzuführen (ANGELE et al. 2003). 
Die Ursachen des veränderten Milieus bei statischer Kultivierung sind wahrscheinlich eine 
mangelnde Nährstoff- und Sauerstoffversorgung der Zellen sowie ein ungenügender 
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Abtransport zellulärer Stoffwechselprodukte innerhalb der dreidimensionalen Matrices 
(ANGELE et al. 2003, FIEGEL et al. 2004, MINUTH et al. 1998, 1999, REISCHL et al. 1999, 
ROY et al. 2001). Demzufolge erfolgt die Nährstoff- und Sauerstoffversorgung der Zellen 
sowie der Abtransport von Stoffwechselprodukten ausschließlich durch Mediumdiffusion. 
Wird diese Diffusion in die Tiefe und der damit verbundene Abtransport aus der Tiefe der 
Matrices erschwert, z.B. durch eine zu große Matrixdicke, eine hohe Zelldichte auf der 
Matrixoberfläche (ANGELE et al. 2003, BOYCE et al. 1988, CHVAPIL et al. 1977, DOILLON 
et al. 1986, PRUITT und LEVINE 1984 sowie SACHLOS und CZERNUSZKA 2003), sowie 
durch Mineralisierung der Matrix (MARTIN et al. 1998), kommt es zu der beschriebenen 
Mangelversorgung der Zellen und Akkumulation von Stoffwechselprodukten im Matrix-
zentrum. Ergebnisse von ANGELE et al. (2003) und QUTEISH et al. (1991) belegen den 
Effekt der Mangelversorgung bei statischen Kultivierungsbedingungen auf die Zellpro-
liferation infolge der Matrixdicke und zu hoher, oberflächlicher Zelldichte. Die von 
ANGELE et al. (2003) untersuchten Kollagenschwämme waren, wie die Matrices in 
vorliegender Studie, etwa 1 mm dick und wurden nach einer Verweildauer von 28 Tagen 
in Zellkultur nur in den Außenbereichen, nicht aber im Matrixzentrum besiedelt. Die 
Ergebnisse von ANGELE et al. (2003) scheinen somit die in vorliegender Studie nach-
gewiesene Proliferationsstagnation von L929- und GM7373-Zellen bei etwa 50 % der 
Matrixdicke der Kollagenschwämme aus einer Ober- und Mittelschicht zu bestätigen. Die 
Stagnation der Proliferation von beiden Zelltypen in Schwämmen der Ober- und 
Mittelschicht ist auch für die Unterschicht nachgewiesen worden (s. Kap. 5.3.1.1), jedoch 
mit 31 – 35 % der Schwammdicke in einer geringeren Tiefe. Als Ursache kann auch in 
diesem Fall die Mangelversorgung der Zellen in der Matrix vermutet werden, die durch 
den bereits beschriebenen Filtereffekt der kleinporigen Unterschicht verstärkt sein dürfte. 
Direkt nach der Besiedlung der Schwämme aus der Unterschicht mit L929- und GM7373-
Zellen sind auf der Oberfläche der Matrix höhere Zelldichten nachweisbar als auf der 
Oberfläche von Matrices der Ober- und Mittelschicht (s. Abb. 44 und 48). Dadurch bedingt 
könnte die Nährstoff- und Sauerstoffversorgung durch Mediumdiffusion von Zellen in der 
Matrixstruktur der Unterschicht bereits zu einem früheren Zeitpunkt erschwert werden.  
PC12-Zellen, die auf Schwämme der Oberschicht appliziert worden sind, zeigten nahezu 
keine der bei L929- und GM7373-Zellen beschriebene Proliferationsstagnation (Tabelle 8). 
Inwiefern PC12-Zellen eventuell toleranter gegenüber einem möglichen Nährstoff- und 
Sauerstoffmangel sind, kann durch vorliegende Studie nicht belegt werden. Es ist zu 
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beachten, daß sich die gemittelten Invasionstiefen aufgrund ihrer statistischen Abweichung 
sehr stark überlagern, um einen möglich metabolisch-bedingten Effekt zu erkennen.  
 
Versorgung der Zellen bei modifizierten Matrices unter statischen Kultur-
bedingungen 
Unter statischen Bedingungen tritt bei L929-Fibroblasten (s. Abb. 56) und GM7373-
Endothelzellen (s. Abb. 57), die auf H0E1-quervernetzte (modifizierte) Matrices der Ober-, 
Mittel- und Unterschicht appliziert worden sind, eine Proliferationsstagnation nach 6-
tägiger (L929-Zellen) bzw. 12-tägiger Verweildauer (GM7373-Zellen) auf. Dieser Effekt 
konnte bei beiden Zellinien auch bei nicht modifizierten Kollagenschwämmen, die sowohl 
im trockenen Ausgangszustand (s. Abb. 42 und 46) als auch in Medium-feuchten Zustand 
(s. Abb. 45 und 49) besiedelt worden sind, nach 12-tägiger Inkubation beobachtet werden. 
Die mittleren Invasionstiefen, in denen die Stagnation auftrat, sind unter Berücksichtigung 
der statistischen Abweichungen bei L929- und GM7373-Zellen auf modifizierten und nicht 
modifizierten Matrices ab einer Verweildauer von 12 Tagen in allen Schichten ähnlich. Die 
maximale Eindringtiefe von L929- und GM7373-Zellen in modifizierte Matrices scheint 
ebenso wie bei nicht modifizierten Matrices durch mangelnde Nährstoff- und Sauerstoff-
versorgung im Matrixzentrum begrenzt zu sein. Die Proliferation von PC12-Zellen in 
Matrices der Ober- und Mittelschicht wird bis zu einer Verweilzeit von 18 Tagen scheinbar 
nicht von ungünstigen Milieubedingungen im Matrixzentrum beeinflußt. In beiden 
Schichten verläuft die Invasion nahezu progressiv (s. Abb. 58). In der Unterschicht hin-
gegen kann ab einer Verweildauer von 6 Tagen eine Stagnation der Zellproliferation 
beobachtet werden. Aufgrund der für die Ober- und Mittelschicht beschriebenen, 
möglichen Toleranz der PC12-Zellen gegenüber einer Mangelversorgung an Nährstoffen, 
ist die Stagnation vermutlich ebenfalls nicht den Milieubedingungen zuzuschreiben. Wie 
bei nicht modifizierten Matrices bei dieser Zellinie festgestellt, könnten auch bei 
modifizierten Kollagenschwämmen weitere Besiedlungsstudien helfen, diesen Aspekt zu 
interpretieren. 
 
Versorgung der Zellen bei nicht modifizierten Matrices unter dynamischen Kultur-
bedingungen 
Die mittleren Invasionstiefen von L929- und GM7373-Zellen (Abb. 59 und 60) auf 
Matrices der Ober-, Mittel- und Unterschicht belegen ein nahezu stetig fortschreitendes 
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Eindringen in allen Schichten. In der Oberschicht nahm die Invasionstiefe beider Zellinien 
mit zunehmender Verweildauer weniger zu als in der Mittel- und Unterschicht. Da die 
maximale Eindringtiefe der Zellen in die kleinporigeren Schichten bis zu einer Inku-
bationsdauer von 12 Tagen anscheinend nicht durch mangelnde Nährstoff- und 
Sauerstoffversorgung begrenzt wurde, ist dieser Faktor vermutlich ebenfalls nicht für die 
geringere Zunahme der Invasionstiefe der Zellen in die Oberschicht verantwortlich. Die 
Ursache könnte in der verzerrten Wiedergabe durch die Darstellung der gemittelten 
Invasionstiefe für Zellen in dieser Schicht sein. Anhand der großen Variation der 
statistischen Abweichung wird ersichtlich, daß die Matrixdicke ab einer Verweildauer von 
6 Tagen von Zellen fast vollständig durchdrungen wurde. Die maximale Eindringtiefe in 
Matrices der Oberschicht wäre somit durch die vorgegebene Dicke des Kollagen-
schwamms bestimmt. 
 
 
5.3.1.3 Einfluß der Besiedlungsmethode 
 
Die Besiedlung von nicht modifizierten Schwämmen einer Ober-, Mittel- und Unterschicht 
mit den Zellinien L929, GM7373 und PC12 zeigten keine deutliche Abhängigkeit 
zwischen trockener und Medium-feuchter Besiedlungstechnik (s. Kap. 4.3.1). Der mittlere 
Invasionsgrad der einzelnen Zellinien entsprach zu jedem Entnahmezeitpunkt nach 
trockener annähernd dem nach Medium-feuchter Besiedlungstechnik.  
Nach PARK et al. (2002) quellen Kollagenschwämme leicht durch die Aufnahme von 
Flüssigkeiten, so daß unter Umständen die Poren kollabieren und sich die Porengröße 
verringern könnte. Wäre dieser Effekt bei der Medium-feuchten Besiedlung aufgetreten, 
hätten Veränderungen in der Porengeometrie die Zellproliferation vermutlich beeinflußt. 
Dies konnte jedoch nicht festgestellt werden. CHVAPIL (1977) hat bereits nachgewiesen, 
daß sich die an trockenen Kollagenschwämmen bestimmte Porengröße auch bei feuchten 
Matrices nicht veränderte. Darauf weisen auch die in vorliegender Untersuchung 
ermittelten Ergebnisse hin, da die Besiedlungstechnik, also eine trockene oder Medium-
feuchte Besiedlung der dreidimensionalen Matrices, unter den gegebenen Rahmenbeding-
ungen keinen Einfluß auf den Invasionsgrad der untersuchten Zellinien hatte. 
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5.3.1.4  Einfluß der Kultivierungsbedingungen 
 
Dynamische Kultivierungsbedingungen haben einen deutlichen, proliferationssteigernden 
Einfluß auf L929- und GM7373-Zellkulturen in/auf Kollagenschwämmen. Die mittlere 
Eindringtiefe in Schwämme der Ober- Mittel- und Unterschicht war zu jedem Entnahme-
zeitpunkt größer als in Matrices, die unter statischen Bedingungen im Begasungsbrut-
schrank kultiviert wurden (sowohl nach trockener als auch nach Medium-feuchter 
Besiedlungstechnik). L929-Fibroblasten und GM7373-Endothelzellen erreichen in Kolla-
genschwämmen der Oberschicht einen mittleren Invasionsgrad von ca. 80 – 90 %, 
wohingegen die Zellen bei statischer Kultivierung nur bis in etwa 50 % der Matrixdicke 
eindringen. Als Ursache für die deutlichen Unterschiede in der maximalen Invasionstiefe 
und der Stagnation der Zellproliferation unter statischen Kulturbedingungen könnte die in 
Kap. 5.3.1.2 beschriebene, mangelnde Nährstoff- und Sauerstoffzufuhr sowie ein ungenü-
gender Abtransport zellulärer Stoffwechselprodukte angeführt werden. Dieser Aspekt wird 
durch Untersuchungen von FIEGEL et al. (2004) bestätigt. 
 
Aus der Literatur ist bekannt, daß die Isolation von Zellen von ihrer organspezifischen 
extrazellulären Matrix zur Dedifferenzierung durch geänderte Umgebungsbedingungen 
beiträgt (BOUKAMP und FUSENIG 1993, KOECHLIN et al. 1991, PIEPER et al. 2002b, 
REISCHL et al. 1999). Mit Hilfe eines dynamischen Kultivierungssystems ist es möglich, 
vor allem bei in vitro-Versuchen mit Primärzellen, das System individuell auf spezielle 
Bedürfnisse der Kulturen einzustellen, um eine optimale Zelladhäsion und Differenzierung 
zu ermöglichen (MINUTH et al. 1992, 1998, 2000). Zellkulturen auf Implantaten oder unter 
Einfluß medizinischer Wirkstoffe (als Mediumzusatz) können durch die permanente 
Nährstoff- und Sauerstoffversorgung, der Verringerung von Kontaminationen bei Lang-
zeitversuchen (manueller Mediumwechsel entfällt) sowie den Abtransport zellulärer Stoff-
wechselprodukte sogar über Monate untersucht werden (AIGNER et al. 1994, MINUTH et al. 
1996, 1998, SITTINGER et al. 1997). 
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5.3.1.5  Einfluß einer Matrixmodifikation 
 
Durch die chemische Quervernetzung der Matrices konnte kein signifikanter Einfluß auf 
die Zellproliferation nachgewiesen werden. Die Stabilisierung der Matrices mittels 
EDC/NHS-Quervernetzung (Modifikationstyp H0E1) führte nach 18-tägiger Inkubation bei 
keiner der drei Zellinien zu einer signifikant höheren Invasionstiefe der Schichten 
(Tabelle 9).  
 
Die mittleren Eindringtiefen in H0E1-quervernetzte Matrices einer Ober-, Mittel- und 
Unterschicht zeigten keine einheitliche Tendenz hinsichtlich des Einwachsverhaltens im 
Vergleich zur Besiedlung trockener und Medium-feuchter Schwämme. 
Tabelle 9: Invasionstiefen von L929-, GM7373- und PC12-Zellen in nicht modifizierte und H0E1-
modifizierte Kollagenschwämme unterschiedlicher Schichten bei verschiedenen Kultivierungs- und Besied-
lungsbedingungen. Verweildauer unter statischen Bedingungen = 18 d im Begasungsbrutschrank. Besiedlung 
der nicht modifizierten, γ-sterilen Schwämme im trockenen sowie Medium-feuchten Zustand. Die mittleren 
Porendurchmesser von Matrices einer Oberschicht (02) liegen bei 56 µm, in der Mittelschicht bei 35 µm und 
in der Unterschicht bei 23 µm. (Fettdruck: Mittelwert der Eindringtiefe in [%] der Schwammdicke, Standard-
abweichung in runden Klammern) 
Zellinie Schicht statische Kultivierungsbedingungen 
  nicht modifiziert modifiziert 
  trocken Medium-feucht Medium-feucht 
 02 49   (8) 48 (15) 53   (9) 
L929 06 45   (4) 41   (9) 50 (10) 
 12 31   (8) 42 (10) 25   (4) 
 02 50   (7) 52 (10) 49   (6) 
GM7373 06 51 (10) 51 (12) 41   (7) 
 12 35   (7) 35   (7) 34 (10) 
 02 81   (6) 75 (15) 65 (10) 
PC12 06 44 (11) 60   (9) 60 (16) 
 12 28   (9) 35 (10) 16   (9) 
 
Die Stabilisierung der Matrix zum Erhalt der Porengröße hat in dem beobachteten 
Zeitraum von bis zu 18 Tagen in Zellkultur keinen Effekt auf das Eindringverhalten von 
Zellen. Die Porenstruktur nicht modifizierter, γ-steriler Matrices aus vorliegender 
Untersuchung scheint unter den vorgegebenen Bedingungen so formstabil zu bleiben, daß 
die Invasionstiefe denen modifizierter Schwämme gleicht oder sogar übersteigt.  
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Die Quervernetzung von Kollagen ist nach Ansicht von DOILLON (1988) und KOIDE et al. 
(1993) wichtig, um die anfängliche Porenstruktur in situ zu erhalten und um eine rasche 
Degradation der Matrices in vivo zu vermeiden. Kollabierte Poren nach Kontakt mit 
Medium oder Wundflüssigkeiten können dazu führen, daß die Proliferation von Zellen in 
die Tiefe der Matrix verlangsamt wird. Gerade im in vitro-Versuch ist die Beibehaltung der 
Dreidimensionalität wichtig, um die Zufuhr von Nährstoffen in die Tiefe der Matrix zu 
gewährleisten. Neben der Degradation ist auch die vernetzungsabhängige Kontraktion von 
Kollagenmatrices durch die Besiedlung z.B. mit primären Fibroblasten oder Chondrozyten 
verantwortlich für eine Verringerung der Porengröße und erschwerter Invasion in vitro 
(FREYMAN et al. 2001, SCHULZ TORRES et al. 2000). Die strukturelle Integrität von 
Kollagenschwämmen kann aber durch den Einsatz von chemischen und/oder physika-
lischen Vernetzungsmethoden erhöht werden (CHEVALLAY et al. 2000) (s. Kap. 2.5.3), 
wobei sich jedoch die Porengrößen nicht deutlich verändern (ANGELE et al. 2004). Eine 
Stabilisierung der Schwämme nur durch dehydrothermale Vernetzung, wie sie bei den in 
vorliegender Studie verwendeten Ausgangsmatrices vorhanden war, sei jedoch nach 
Ansicht von SCHULZ TORRES et al. (2000) nicht ausreichend, um der Kontraktion der 
Matrices durch Fibroblasten zu widerstehen. 
In vorliegender Studie konnte dennoch gezeigt werden, daß unter den gegebenen Ver-
suchsbedingungen die Porenstruktur der DHT-vernetzten Ausgangsmatrices und somit im 
Kontakt zum Zellkulturmedium vermutlich nicht kollabiert war. Dieses hätte im Vergleich 
der Invasionstiefen von Zellen auf EDC/NHS-vernetzten H0E1-Matrices während einer 18-
tägigen Versuchszeit zu deutlichen Unterschieden in der Eindringtiefe der Zellen geführt. 
Im Gegenteil wurden sogar z.T. größere Invasionstiefen bei der Besiedlung nicht 
EDC/NHS-vernetzter Schwämme nachgewiesen (Tabelle 9).  
Zu Vergleichszwecken sind neben den EDC/NHS-vernetzten Schwämmen (Typ H0E1) 
auch heparinisierte, quervernetzte Matrices (Typ H1E1) einer Mittelschicht (06) exemp-
larisch bei einer 6-tägigen Verweildauer in Zellkultur untersucht worden (die Kopplung 
von Heparin an das kollagene Grundgerüst soll als Bindungsstelle für eine spätere Immo-
bilisierung z.B. von Wachstumsfaktoren dienen, s. Kap. 2.5.3). Wie der Abbildung VII im 
Anhang im Vergleich zu den in Abbildungen 45, 49 und 53 dargestellten Invasionstiefen in 
Schwämme der Ausgangsmatrix zu entnehmen ist, fördern auch modifizierte Kollagen-
matrices des Typs H1E1 im beobachteten Inkubationszeitraum die Zellproliferation nicht. 
Die Invasionstiefen von L929-Zellen sind nahezu gleich und die Proliferation von 
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GM7373- sowie PC12-Zellen in H1E1-Schwämme sogar leicht erniedrigt. Laut WISSINK 
(1999) ist der Effekt immobilisierten Heparins auf die Proliferation von Zellen ungewiß. 
Zum Beispiel werden für Endothelzellen der Heparinisierung von Matrices sowohl 
hemmende (NOJIRI et al. 1987) als auch proliferationsfördernde (BOS et al. 1999, 
STEFFENS et al. 2004) Eigenschaften im Vergleich zu nicht modifizierten Matrices zu-
gesprochen. Nach Untersuchungen von SAN ANTONIO et al. (1992) wurde das in vitro-
Wachstum sowie die Adhäsion von Fibroblasten auf verschiedenen Kollagensubstraten 
durch immobilisiertes Heparin gehemmt. LAEMMEL et al. (1997) konnten auf kollagenen 
Unterlagen eine proliferationshemmende Wirkung auf glatte Muskelzellen feststellen. 
 
 
5.3.1.6  Proliferation in Abhängigkeit von der Zellinie 
 
Bei der Besiedlung von Kollagenschwämmen aus einer Ober-, Mittel- und Unterschicht 
waren zwischen L929-Mausfibroblasten und GM7373-Zellen keine maßgeblichen 
Unterschiede hinsichtlich ihrer Invasionstiefe festzustellen. Beide Zellinien durchdrangen 
die Kollagenschwämme unter den jeweiligen, variierten Besiedlungs- und Kultivierungs-
bedingungen (trockene und Medium-feuchte Besiedlungstechnik, statische und dyna-
mische Kultivierung, nicht modifizierte und modifizierte Matrices) annähernd gleich. 
PC12-Zellen auf Schwämmen der Oberschicht sind im Vergleich zu den beiden genannten 
Zellinien zu jedem Entnahmezeitpunkt bei gleichen Versuchsbedingungen tiefer in die 
Matrices eingedrungen. Bei der Mittel- und Unterschicht ist das Wachstumsverhalten im 
Vergleich zu den anderen Zellinien indifferent. 
Grundsätzlich weisen die Ergebnisse darauf hin, daß die Proliferation von den eingesetzten 
Zellinien abhängig ist.  
 
 
5.4  In ovo-Kultivierung von Kollagenschwämmen 
 
Die Verträglichkeit und Resorption von Kollagenschwämmen ist mit Hilfe des 
Chorionallantois-Membran-Modells von Hühnerembryonen untersucht worden. 
Dazu sind γ-sterile Kollagenschwämme aus einer Ober-, Mittel- und Unterschicht nach 
Öffnung der Eischale (Kap. 3.2.5.2, Abb. 14) auf der CAM plaziert worden (Kap. 3.2.5.3, 
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Abb. 15). Verträglichkeit und Resorption der Kollagenschwämme wurden nach 2, 5 und 7 
Tagen Verweildauer in ovo dokumentiert.  
 
 
5.4.1  Einsatz des CAM-Modells zur Untersuchung von Biomaterialien 
 
Für die Untersuchungen an Biomaterialien und Implantaten hinsichtlich einer Gewebe-
reaktion sind derzeit gängige in vivo-Modelle (z.B. Maus, Ratte, Kaninchen) sehr zeit- und 
kostenaufwendig. Für die biologische Beurteilung von Prüfmaterialien in vivo stellt das 
CAM-Modell aufgrund der Ähnlichkeit in der Gewebereaktion, geringer Kosten, einfacher 
Durchführung sowie der Verläßlichkeit der Ergebnisse eine Alternative zu den geläufigen 
Säuger-Modellen dar. Die mit dem CAM-Modell gewonnenen Ergebnisse können sowohl 
mit in vitro-Ergebnissen aus Zellkulturen als auch mit Ergebnissen aus klassischen in vivo-
Modellen korreliert werden. Aufgrund dessen stellt das CAM-Modell eine Zwischenstufe 
zwischen in vitro-Untersuchungen und Tierversuchen dar. Verschiedene Biomaterialien 
und Implantate sind mittels der Chorionallantois-Membran von KLUEH et al. (2003) und 
VALDES et al. (2002, 2003) hinsichtlich der Gewebereaktionen (Inflammation, Fibrose) 
evaluiert worden. Die Gewebereaktionen variierten je nach Material und glichen denen aus 
gängigen Säuger-Modellen. Im Gegensatz zu den Säuger-Modellen erlaubt das CAM-
Modell eine kontinuierlichen Beobachtung des gesamten Implantationsareals (SPANEL-
BOROWSKI 1989). Es gehört laut MELKONIAN et al. (2000) und RIBATTI et al. (2000) neben 
Säuger-Modellen zu den klassischen Assays, um ferner Untersuchungen zur Angiogenese 
durchzuführen, z.B. nach Applikation von Wachstumsfaktoren (CANTARELLA et al. 2002), 
durch Vaskularisation von Kollagenschwämmen (STEFFENS et al. 2004) oder von Zell-
besiedelten Matrices (BORGES et al. 2003). Die Chorionallantois-Membran ist für in ovo-
Untersuchungen leicht zugänglich und hochgradig vaskularisiert. Der Blutkreislauf des 
Hühnerembryos ist mit dem eines Säugetierfötus vergleichbar (ROMANOFF 1960, WHITE 
1974). Das Gefäßsystem der Chorionallantois-Membran des Vogels stellt das Analogon 
zur Plazenta des Säugers dar.  
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5.4.2  Verträglichkeit und Resorption implantierter Kollagenschwämme 
 
Durch die in ovo-Untersuchungen konnten die in Kapitel 5.1.1 beschriebenen Ergebnisse 
der in vitro-Zytotoxizitätsprüfung mittels Materialextrakt von γ-sterilen Kollagen-
schwämmen aus einer Ober-, Mittel- und Unterschicht (nicht zytotoxisch in Zellkultur 
wirkend, Zytotoxizitätsskalenwert 0 gemäß ISO 10993-5), bestätigt werden. Zu keinem 
Entnahmezeitpunkt waren in ovo Anzeichen einer Entzündungs- und Fremdkörperreaktion 
nachweisbar (Abb. 62 und 64). 
Mit zunehmender Verweilzeit sanken die Kollagenschwämme tiefer in die Chorion-
allantois-Membran ein und wurden bis zu einer Verweilzeit von 5 Tagen, von den Rändern 
der Implantate ausgehend, vollständig oberflächlich epithelialisiert (Abb. 62 und 64). Die 
offenporige Schwammstruktur kollabierte bereits nach 2-tägiger Verweildauer vor allem in 
den Gewebe/Matrix-Grenzbereichen, in denen vermutlich das ektodermale Epithel bei der 
Implantation verletzt wurde. In diesen Bereichen konnte eine verstärkte Zellproliferation in 
die Kollagenschwämme beobachtet werden. Nach 5-tägiger Verweilzeit sind die 
Schwämme aus unterschiedlichen Schichten vollständig von Zellen durchdrungen und 
multipel vaskularisiert. Eine 7-tägige Verweilzeit in ovo führte zu einer kompletten 
Resorption der untersuchten Matrices.  
Die Untersuchungen zeigten zudem, daß sich die Matrices mit zunehmender Verweilzeit in 
Richtung der CAM-abgewandten Seite einrollen und kontrahieren (Abb. 61 – 64). Dieser 
in ovo beobachtete Flächenreduktionseffekt könnte in Übereinstimmung mit einem von 
Zellen induzierten Effekt stehen, der in der Literatur durch in vitro-Versuche mit Kollagen-
schwämmen im Kontakt zu einer Zellsuspension hinreichend belegt ist (z.B. BURKE et al. 
1981, COTE et al. 1992, LAMME et al. 2000, LEE et al. 2001a, SCHULZ TORRES et al. 2000). 
Dabei ist die Kontraktion der Kollagenmatrix in vitro durch die Anwesenheit von kontrak-
tilen Zellen (z.B. Fibroblasten, Chondrozyten) bedingt und in ihrer Ausprägung von der 
Stabilität der Kollagenschwämme (LEE et al. 2001a), von der Zelldichte (FREYMAN et al. 
2001), aber auch vom Ursprungsgewebe der Zellen (VAN DEN BOGAERDT et al. 2002) 
abhängig. Aufgrund der kurzen Applikationsdauer, steht die Kontraktion der Kollagen-
schwämme jedoch nicht im Widerspruch zum medizinischen Einsatz der Matrices als 
Hämostyptikum bei der intraoperativen Blutstillung, als Medikamententräger oder als 
temporäre Hautauflage bei offenen Wunden (ANGELE et al. 2003, BURKE et al. 1981, COTE 
et al. 1992, SCHULZ TORRES et al. 2000). 
Ausblick 
149 
6  AUSBLICK 
 
 
Die in vitro-Untersuchungen an unterschiedlichen Schichten (hinsichtlich Zytotoxizität, 
Degradation, Wasseraufnahmekapazität, Zellinvasion) sowie die in ovo gesammelten 
Erkenntnisse zur Verträglichkeit und Resorption der Matrices sind die Grundlage für eine 
Zertifizierung der in dieser Studie vorgestellten Kollagenschwämme als Medizinprodukt. 
 
Weiterführende Versuche zur Entwicklung eines rekonstruktiven Hautersatzes wären 
Untersuchungen mit stabilisierten Matrices (z.B. Steffens et al. 2004) sowie die Co-Kulti-
vierung humaner Fibroblasten, Keratinocyten und Endothelzellen, wie sie bei anderen 
kollagenen Matrices z.B. von BOYCE et al. (1991), GINGRAS et al. (2003) und MURPHY 
et al. (1990) beschrieben werden. Im Anschluß daran stünde die Überprüfung aller bisher 
gesammelten Daten im Schweinemodell (keine Implantationsversuche in Mäusen, Ratten, 
Kaninchen oder Meerschweinchen, da sich die Hautarchitektur und Wundheilung von der 
des Menschen unterscheidet, LAMME et al. 2000, MIDDELKOOP et al. 2004). Bei der Im-
plantation im Tiermodell sollten nach vollständiger dermaler Wundsetzung zwei Möglich-
keiten auf ihren finanziellen Aufwand und Nutzen überprüft werden: 
(1) Implantation trockener Matrices (direkt nach γ-Sterilisation) und Abdeckung mit 
Spalthaut. 
(2) Implantation von präkultivierten Schwämmen und Abdeckung mit Spalthaut. 
Ein Vorteil von präkultiviertem Hautersatzmaterial, z.B. unter dynamischen Kultivierungs-
bedingungen, ist, daß die Gewebsregeneration gegenüber dem Einsatz nicht besiedelter 
Matrices verbessert wird (LAMME et al. 1998, 2000). Nachteile könnten sich aus dem 
zusätzlichen, finanziellen Aufwand und der zeitlichen Verzögerung (Gewinnung autologer 
Zellen, Kultivierung auf dem Trägermaterial) ergeben, bis das kultivierte Ersatzmaterial 
für eine Implantation zur Verfügung gestellt werden kann (VAN DEN BOGAERDT et al. 
2002). Nach einer gewissen Wundheilungszeit sind anschließend beide Möglichkeiten 
bezüglich ihres kosmetischen Erscheinungsbildes (Farbe, Oberflächengeschmeidigkeit), 
der Wundkontraktion (Planimetrie) sowie der Ausbildung des Narbengewebes (Organisa-
tion der Kollagenfasern) zu überprüfen (LAMME et al. 2000). 
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III  Eigene Originalarbeiten, Abstracts, Poster, Vorträge, 
Erfindungen 
III.1  Kollagen 
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III.3  Erfindungsmeldung 
Anhang 
 
I.1 Zellkultur 
Bezeichnung Bemerkung Bezugsquelle 
Autoklav horizontaler Tischautoklav, Typ 2540 EL, 23 l Systec GmbH 
(Wettenberg, D) 
Begasungsbrutschrank Begasungsbrutschrank mit Wasserkreislauf 
(Temperaturstabilität) und Kupfermantel 
(Sterilität), Typ 3111 
Forma Scientific Inc. 
(Marietta, USA) 
Bufferall Kombination aus 3 biologischen Puffern für 
MEM- und RPMI 1640-Medium, 1 % (v/v) bei pH 
6,9-8,0 
Sigma-Aldrich GmbH 
(München, D) 
Collagen S zur Beschichtung von Zellkulturflaschen, Reinheit 
>98 %, Typ I: >95 %, Typ III: <5 %, 30 µg/ml A. 
bidest. 
Roche Diagnostics 
GmbH 
(Mannheim, D) 
Einfriermedium frisch hergestellt: 1Teil DMSO + 4 Teile Medium eigene Herstellung 
ELISA-Reader Modell Sunrise Tecan GmbH 
(Crailsheim, D) 
GM7373 bovine, endotheliale Aortenzellinie (ACC 109) DSMZ GmbH 
(Braunschweig, D) 
HS (horse serum) BioWhittakerTM, 500 ml BioWhittaker Europe 
(Verviers, B) 
Inverses 
Durchlichtmikroskop 
Typ ICM 405, zur Untersuchung der (Semi-)-
Konfluenz von Zellkulturflaschen 
Zeiss AG 
(Oberkochen, D) 
Komplettmedium für 
GM7373-Endothelzellen 
500 ml MEM Eagle mit Earle`s Balanced Salt 
Solution, 125 ml NCS, 5 ml MEM Vitamine, 5 ml 
nicht essentielle Aminosäure, 8 ml L-Glutamin, 
4 ml Pen./Strep., 5 ml Bufferall 
eigene Herstellung 
Komplettmedium für L929-
Mausfibroblasten 
500 ml RPMI 1640, 8 ml L-Glutamin, 25 ml NCS, 
4 ml Pen./Strep., 5 ml Bufferall 
eigene Herstellung 
Komplettmedium für 
PC12-Kultur 
500 ml RPMI 1640, 60 ml HS, 30 ml NCS, 4 ml 
Pen./Strep., 5 ml Bufferall 
eigene Herstellung 
Kryoröhrchen Typ 5000 PP/HDPE Nalgene Heinrich Faust GmbH 
(Köln, D) 
L292-Zellen Fibroblasten aus normalem, areolarem und 
adipotischem Gewebe einer männlichen C3H/An-
Maus (ACC 2) 
DSMZ GmbH 
(Braunschweig, D) 
L-Glutamin BioWhittakerTM, 200 mM in 0,85 % NaCl-Lösung BioWhittaker Europe 
(Verviers, B) 
Mediumflaschen und Steril-
filter für Perfusionskultur 
Glas, 500 ml mit autoklavierbaren Sterilfiltern Minucells and Minu-
tissue Vertrieb GmbH 
(Bad Abbach, D) 
MEM-Medium BioWhittakerTM, Minimum Essential Medium 
Eagle mit Earle`s Balanced Salt Solution, ohne L-
Glutamin, 500 ml 
BioWhittaker Europe 
(Verviers, B) 
MEM Vitamine GibcoTM, 100 ml, MEM-Mediumzusatz Invitrogen GmbH 
(Karlsruhe, D) 
Minusheet Plastikringe zur Fixierung des Probenmaterials in 
der Perfusionskammer, ∅ 13 mm 
Minucells and Minu-
tissue Vertrieb GmbH 
(Bad Abbach, D) 
MTP 6 Wells Falcon® MultiwellTM, mit Flachboden, Boden-
fläche 9,60 cm2, Plasma-steril 
Becton Dickinson Inc. 
(Franklin Lakes, USA) 
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I.1 Zellkultur (Fortsetzung 1) 
Bezeichnung Bemerkung Bezugsquelle 
MTP 12 Wells Zellkulturtestplatte, mit Flachboden, Bodenfläche 
3,66 cm2, γ-steril 
TPP Techno Plastic 
Products AG 
(Trasadingen, CH) 
MTP 24 Wells Falcon® MultiwellTM, mit Flachboden, 
Bodenfläche 2,00 cm2, Plasma-steril 
Becton Dickinson Inc. 
(Franklin Lakes, USA) 
MTP 96 Wells Falcon® MicrotestTM, mit Flachboden, 
Bodenfläche 0,32 cm2, Plasma-steril 
Becton Dickinson Inc. 
(Franklin Lakes, USA) 
Mycoplasma Detection Kit Enzym-Immunoassay Roche Diagnostics 
GmbH 
(Mannheim, D) 
NaCl zur Analyse, min. 99,5 %, MW=58,44 g/mol Merck KGaA 
(Darmstadt, D) 
NaH2PO4⋅H2O Natriumdihydrogenphosphat Monohydrat, 
MW=137,99 g/mol 
Merck KGaA 
(Darmstadt, D) 
Na2HPO4⋅2H2O di-Natriumhydrogenphosphat Dihydrat, min. 
99,5 %, MW=177,99 g/mol 
Merck KGaA 
(Darmstadt, D) 
NCS  GibcoTM, 500 ml, Mycoplasmen- und Virenfrei Invitrogen GmbH 
(Karlsruhe, D) 
NEUBAUER-Zählkammer Tiefe 0,1 mm, Fläche 0,0025 mm2 Brand GmbH + Co. KG
(Wertheim, D) 
Nicht essentielle 
Aminosäure 
GibcoTM, 100 ml, ohne L-Glutamin, MEM-
Mediumzusatz 
Invitrogen GmbH 
(Karlsruhe, D) 
PBS für Zellkultur 150 mM, ohne Ca2+, ohne Mg2+ 150 mM NaCl, 
5 mM KCl, 8 mM Na2HPO4⋅2H2O in A. bidest., 
pH 7,4 
eigene Herstellung 
PC12 neuroektodermale Zellinie aus einem Ratten-
nebennierenphäochromozytom (ACC 159) 
DSMZ GmbH 
(Braunschweig, D) 
Perfusionskammer Culture Container für 6 Minusheets, ∅ 13 mm Minucells and Minu-
tissue Vertrieb GmbH 
(Bad Abbach, D) 
Penicillin-Streptomycin-
Lösung (Pen./Strep.) 
BioWhittakerTM, 104 U Penicillin/ml, 104 µg 
Streptomycin/ml 
BioWhittaker Europe 
(Verviers, B) 
RPMI 1640–Medium BioWhittakerTM, ohne L–Glytamin, 500 ml BioWhittaker Europe 
(Verviers, B) 
Schlauchpumpe und 
Thermoplatte 
Pumpe mit Planetenantrieb (8 Kanäle) sowie 
Medax-Thermoplatte (Hersteller: Ismatec GmbH 
(Wertheim-Mondfeld, D) 
Minucells and Minu-
tissue Vertrieb GmbH 
(Bad Abbach, D) 
Sterilbank Sicherheitswerkbank HERAsafe, Klasse 2, Typ 
HS12 (Hersteller: Kendro GmbH, Hanau, D) 
Merck KGaA  
(Darmstadt, D) 
Sterilfilter 0,20 µm Porengröße, 26 mm, Membran SFCA, 
steril, nicht pyrogen 
Dow Deutschland 
GmbH & Co. OHG 
(Schwalbach, D) 
TCAB Tissue Culture Adhesive System for Biomaterials 
(gewebeverträglicher Kleber) 
Lohmann & Rauscher 
GmbH & Co. KG 
(Rengsdorf, D) 
Trypsin-Stammlösung GibcoTM, 100 ml, 2,5 %ige Lösung (v/v) (1:250), 
enthält 25 g/l Trypsin und 8,5 g/l NaCl 
Invitrogen GmbH 
(Karlsruhe, D) 
Wasserbad Plexiglasbad mit Badthermostat, Typ C10-W5P Merck KGaA 
(Darmstadt, D) 
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I.1 Zellkultur (Fortsetzung 2) 
Bezeichnung Bemerkung Bezugsquelle 
XTT-Test Cell Proliferation Kit (XTT), colorimetrischer 
Assay 
Roche Diagnostics 
GmbH 
(Mannheim, D) 
Zellkulturflasche (T75) Cellstar® mit kontaminationssicherer Filterkappe, 
Bodenfläche 75 cm2 
Greiner Bio-One 
GmbH 
(Frickenhausen, D) 
Zentrifuge Varifuge 3.2 RS Heraeus Sepatech 
GmbH 
(Osterode, D) 
Zentrifugenröhrchen Cellstar®, 50 ml, Polypropylen Greiner Bio-One 
GmbH 
(Frickenhausen, D) 
 
 
I.2 Zytotoxizitätstests 
Bezeichnung Bemerkung Bezugsquelle 
Aceton Dimethylketon, C3H6O, MW=58,08 g/mol, zur 
Analyse 
Merck KGaA 
(Darmstadt, D) 
Diskus (Bildverarbeitungs-
software) 
mikroskopische Dokumentation (Version 4.30.20) Techn. Büro Hilgers 
(Königswinter, D) 
BRADFORD-Reagenz 100 mg Coomassie Brilliant Blau G-250, 100 ml 
85 %ige Phosporsäure und 20 ml 70 %ige Per-
chlorsäure in 1000 ml H20 
Sigma-Aldrich GmbH 
(München, D) 
FDA-Stammlösung 5 mg FDA pro ml Aceton, aliquotiert zu 20 µl eigene Herstellung 
Fluoresceindiacetat (FDA) Färbung vitaler Zellen, kristallin, C24H16O7, 
MW=416,4 g/mol FDA, Fluorescein emittiert 
grünes Licht bei λ=485 nm 
Sigma-Aldrich GmbH 
(München, D) 
Glasrhonden Mikroskopische Deckgläser, Borosilikatglas, ø 
12 mm 
Karl Hecht KG 
(Sondheim/Rhön, D) 
Insulin bovin, rekombinant (Hefe), Lyophilisat, steril 
 
Roche Diagnostics 
GmbH 
(Mannheim, D) 
NaOH-Lösung 0,5 M in A. bidest., hergestellt aus NaOH-
Plätzchen, MW=40,00 g/mol, zur Analyse 
Merck KGaA 
(Darmstadt, D) 
Pasteurpipette Einweg-Plastikpipette Greiner Bio-One 
GmbH 
(Frickenhausen, D) 
Photometer UV/Visible Spektrophotometer, Ultrospec 3000 Pharmacia Biotech Ltd. 
(Cambridge, UK) 
Pi-Lösung 0,5 mg Pi in 1 ml 150 mM PBS lösen eigene Herstellung 
Polyvar Auflichtmikroskop mit 5 Objektiven (2,5 / 10 / 25 
/ 40 / 100) und Fluoreszenzvorrichtung (Queck-
silberdampflampe, 495 nm Filter), Hersteller: 
Reichert-Jung (Heidelberg, D) 
Leica Mikrosysteme 
Vertrieb GmbH 
(Bensheim, D) 
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I.2 Zytotoxizitätstests (Fortsetzung) 
Bezeichnung Bemerkung Bezugsquelle 
Propidiumiodid (Pi)-
Stammlösung 
Färbung toter Zellen, Gehalt min. 95 %, 
C27H34N4I2, MW=668,4 g/mol, bindet an 
DNA/RNA, Propidiumiodid emittiert rotes Licht 
bei λ=530 nm 
Sigma-Aldrich GmbH 
(München, D) 
Ringer-Lösung Infusionslösung mit physiologischen Salzen, 
1000 ml 
Delta-Pharma GmbH 
(Pfullingen, D) 
Vitalfärbelösung 
(Gebrauchslösung) 
20 µl FDA-Stammlösung mit 20 µl Pi-Lösung in 
1,2 ml Ringerlösung 
eigene Herstellung 
 
 
I.3 Modifizierung der Kollagenmatrices 
Bezeichnung Bemerkung Bezugsquelle 
EDC N-(3-Dimethylaminopropyl)-N’-ethylcarbodi-
imidhydrochlorid C8H17N3⋅ClH, >99 %, 
MW=191,70 g/mol 
Merck KGaA 
(Darmstadt, D) 
Heparin Heparin-Natrium-Lösung Sigma-Aldrich GmbH 
(München, D) 
MES-Puffer 0,05 M Merck KGaA 
(Darmstadt, D) 
NHS N-Hydroxysuccinimid C4H5NO3, >99 %, 
MW=115,09 g/mol 
Merck KGaA 
(Darmstadt, D) 
 
 
I.4 Histologie 
Bezeichnung Bemerkung Bezugsquelle 
Aceton Dimethylketon, C3H6O, >99,5%, 
MW=58,08 g/mol, zur Analyse 
Merck KGaA 
(Darmstadt, D) 
Ausgießstation zur Paraffineinbettung, HistocentreTM 3 Thermo Electron 
GmbH 
(Dreieich, D) 
A. bidest.  eigene Destillation 
Deckgläser Mikroskopische Deckgläser, Borosilikatglas, 
24 x 32 mm 
Karl Hecht KG 
(Sondheim/Rhön, D) 
Einbettkapseln zur Paraffineinbettung, Tissue Cassettes IV Thermo Electron 
GmbH 
(Dreieich, D)  
Einbettschälchen aus Edelstahl für die Paraffineinbettung, 
24 x 24 x 5 mm  
Vogel GmbH & Co. 
KG 
(Gießen, D) 
EtOH hergestellt aus Ethanol absolut (vergällt mit Ethyl-
methylketon) und A. bidest., diverse Verdünn-
ungen für die Paraffineinbettung 
Merck KGaA 
(Darmstadt, D) 
Formalin Para-Formaldehyd-Lösung (4 %), neutral 
gepuffert, Fixierung von Zellen und Geweben  
Sigma-Aldrich GmbH 
(München, D) 
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I.4 Histologie (Fortsetzung) 
Bezeichnung Bemerkung Bezugsquelle 
Gewebe-Einbettautomat Paraffineinbettung, Modell VIP 2050/V2 Bavimed GmbH 
(Birkenau, D) 
Hämalaun-Lösung MAYER`s Hämalaun-Lösung für die Mikroskopie Merck KGaA 
(Darmstadt, D) 
HCl-Alkohol zur Differenzierung der Hämalaun-Färbung (5 ml 
25 % HCl in 1 l 70 % EtOH) 
eigene Herstellung 
Histo Clear Xylol-Ersatz-Medium RA Lamb Ltd. 
(London, UK) 
Paraffin Einbettungsmittel, Pastillen Merck KGaA 
(Darmstadt, D) 
Paraffin-Streckbad Typ TFB 45, Temperaturbereich: +30 °C bis 
+90 °C 
Medite GmbH 
(Burgdorf, D) 
Parafilm® M Verschlußfolie Brand GmbH + Co. KG
(Wertheim, D) 
Poly-L-Lysin 0,1 % (w/v) in H2O + Thimerosal 0,01 % Sigma Diagn. Inc. 
(St. Louis, MO, USA) 
Schlittenbahnmikrotom Modell HM 40 (Hersteller: Reichert-Jung, 
Heidelberg, D) 
Leica Mikrosysteme 
Vertrieb GmbH 
(Bensheim, D),  
Vitro-Clud® Einschlußmittel für mikroskopische Technik auf 
Xylolbasis 
R. Langenbrink 
(Emmendingen, D) 
Wärmeschrank mit Frischluftzufuhr, Typ ULE 400 Memmert GmbH & Co. 
KG 
(Schwabach, D) 
Xylol Dimethylbenzol, C3H10, 99,8 %, 
MW=106,17 g/mol  
Merck KGaA 
(Darmstadt, D) 
 
 
I.5 In vitro-Degradation 
Bezeichnung Bemerkung Bezugsquelle 
A. bidest.  eigene Destillation 
Analysenwaage Analytical Plus Typ AP210S (Hersteller: Ohaus 
GmbH, Giessen, D), Ablesgenauigkeit +/- 0,1 mg 
Merck KGaA 
(Darmstadt, D) 
Gefriertrocknungsanlage Typ Alpha 1-4 mit Anlagensteuerung LDC 1M  Christ Gefriertrock-
nungsanlagen GmbH 
(Osterode, D) 
HAM`S F12-Medium 500 ml, zur Kultivierung von HUVEC, mit L-
Glutamin 
PAA Lab. GmbH 
(Linz, A) 
IMDM-Medium 500 ml, zur Kultivierung von HUVEC, mit L-
Glutamin, mit 25 mM Hepes-Puffer  
PAA Lab. GmbH 
(Pasching, A) 
HSP Humanes Serum Plasma, Mediumzusatz (20 %) 
für humanes Endothelzell-Medium 
Universitätsklinikum 
Aachen 
Komplettmedium für 
GM7373-Endothelzellen 
500 ml MEM EAGLE mit EARLE`s Balanced Salt 
Solution, 125 ml NCS, 5 ml MEM Vitamine, 5 ml 
nicht essentielle Aminosäure, 8 ml L-Glutamin, 
4 ml Pen./Strep., 5 ml Bufferall 
eigene Herstellung 
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I.5 In vitro-Degradation (Fortsetzung) 
Bezeichnung Bemerkung Bezugsquelle 
Komplettmedium für 
humane Endothelzellen 
500 ml HAM`S F12-Medium, 500 ml IMDM-
Medium, 4 ml L-Glutamin, 4 ml Pen./Strep., 
252 ml HSP 
eigene Herstellung 
MTP 24 Wells Falcon® MultiwellTM, mit Flachboden, 
Bodenfläche 2,00 cm2, Plasma-steril 
Becton Dickinson Inc. 
(Franklin Lakes, USA) 
Plattform-Schüttler Typ REAX  Heidolph Instruments 
GmbH & Co. KG 
(Schwabach, D) 
 
 
I.6 In ovo-Experimente 
Bezeichnung Bemerkung Bezugsquelle 
Bruteier befruchtete Eier vom Haushuhn (Gallus gallus 
domesticus) 
Kuikenbroederij van 
den Boom 
(Kelpen Oler, NL) 
Brutgerät BSS 300, Bebrütung ungeöffneter Eier bei 37 °C 
und 65 % relativer LF 
Ehret GmbH & Co. KG
(Emmendingen, D) 
Brutgerät BSS 160, Bebrütung geöffneter Eier bei 37 °C und 
65 % relativer LF 
Ehret GmbH & Co. KG
(Emmendingen, D) 
EtOH (70 %) hergestellt aus Ethanol absolut (vergällt mit Ethyl-
methylketon) und A. bidest. 
Merck KGaA 
(Darmstadt, D) 
Feinbohrschleifer FBS 220/E (NO 28470) mit Kugelkopffräse Proxxon GmbH 
(Niersbach, D) 
Flächendesinfektionsmittel  Kohrsolin® FF (3 %)  Bode Chemie 
(Hamburg, D) 
Kaltlichtquelle KL1500 electronic mit zweiarmigen Schwanen-
hals-Lichtleiter (Hersteller: Schott Glas, Mainz, D)  
Merck KGaA 
(Darmstadt, D) 
Kanüle  0,9 x 40 mm Terumo Europe 
(Leven, B) 
Kühlschrank Lagerung der Eier bei 8 °C, mit Umluftkühlung 
und Isolierglastür (Hersteller: Liebherr-Werk 
GmbH, Lienz, A)  
Merck KGaA 
(Darmstadt, D) 
Makroskop Leica MZ 6, Okulare 10-fache Vergrößerung, mit 
Blaufilter-Einschub 
Leica Mikrosysteme 
Vertrieb GmbH 
(Bensheim, D) 
NaCl-Lösung isotonische Kochsalzlösung (9,0 g NaCl/l), steril 
und pyrogenfrei (Na 154) 
Delta-Pharma GmbH 
(Pfullingen, D) 
Paraffin Einbettungsmittel, Pastillen Merck KGaA 
(Darmstadt, D) 
Parafilm® M Verschlußfolie Brand GmbH & Co. 
(Wertheim, D) 
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I.7 Elektronenmikroskopie 
Bezeichnung Bemerkung Bezugsquelle 
ESEM Environmental Scanning Electron Microscope 
XL30 FEG (Field Emission Gun) 
Philips Electron Optics 
(Eindhoven, NL) 
Glutaraldehyd-
Gebrauchslösung 
3 %ig, 0,6 ml Glutaraldehyd-Stammlösung mit 
4,4 ml Sörensen-Phosphatpuffer mischen 
eigene Herstellung 
Glutaraldehyd- 
Stammlösung 
25 % EM Grade, MW=100,12 g/mol Agar Scientific Ltd. 
(Essex, UK) 
Kathodenzerstäubungs-
anlage 
Balzers SCD 030 (Cool Sputtering Device), 
Goldbeschichtung der Proben, Schichtdicke 30 nm
Balzers Union 
(Balzers, FL) 
Kritisch-Punkt-Trockner Balzers CPD 010 Balzers Union 
(Balzers, FL) 
Leit-Tabs leitfähige Doppelklebefolien für die EM W. Plannet GmbH 
(Wetzlar, D) 
SÖRENSEN-Phospatpuffer-
Stammlösung 
0,2 M, pH 7,55, Herstellung: 3,588 g 
NaH2PO4⋅H2O (MW=137,99 g/mol) und 30,970 g 
Na2HPO4⋅2H2O (MW=177,99 g/mol) in 1000 ml 
A. bidest. lösen 
Merck KGaA 
(Darmstadt, D) 
Stiftprobenteller Aluminium, ø 12,5 mm  W. Plannet GmbH 
(Wetzlar, D) 
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Abb. I: In vitro–Degradation der Oberschicht 02 und Unterschicht 12 in A. bidest. (Ausgangsgewicht =  
100 %, Mittelwerte ± Standardabweichung) 
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Abb. II: Trockengewichtsänderung unsteriler, Gamma- und Plasma-sterilisierter Kollagenmatrices aus den 
Schichten 02, 06 und 12 nach Einlagerung in A. bidest. (Ausgangsgewicht = 0, Mittelwerte ± Standardab-
weichung) 
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Abb. III: In vitro–Degradation der Oberschicht 02 und Unterschicht 12 in Medium für humane Endothel-
zellen. (Ausgangsgewicht = 100 %, Mittelwerte ± Standardabweichung) 
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Abb. IV: Trockengewichtsänderung unsteriler, Gamma- und Plasma-sterilisierter Kollagenmatrices aus den 
Schichten 02, 06 und 12 nach Einlagerung in Medium für humane Endothelzellen. (Ausgangsgewicht = 0, 
Mittelwerte ± Standardabweichung) 
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Abb. V: In vitro–Degradation der Oberschicht 02 und Unterschicht 12 in Medium für die Endothelzellinie 
GM7373. (Ausgangsgewicht = 100 %, Mittelwerte ± Standardabweichung) 
 
 
 
Anhang 
 
 
 
 
 
Abb. VI: Trockengewichtsänderung unsteriler, Gamma- und Plasma-sterilisierter Kollagenmatrices aus den 
Schichten 02, 06 und 12 nach Einlagerung in Medium für die Endothelzellinie GM7373. (Ausgangsge-
wicht = 0, Mittelwerte ±  Standardabweichung) 
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Abb. VII: Zelluläres Einwachsen von L929-Fibroblasten, GM7373-Endothelzellen und PC12-neuroekto-
dermalen Zellen in H0E0- und H1E1-modifizierte Matrices der Mittelschicht 06 (Eindringtiefe in % der Ma-
trixdicke). Statische Kultivierungsbedingungen (stat) im Begasungsbrutschrank (37 °C, 5 % CO2). Zugabe 
der Zellsuspension auf Medium-feuchte Kollagenschwämme (wet). 6-tägige Verweildauer der Schwämme in 
Zellkultur. Die Proliferation der jeweiligen Zellinien wird von der unterschiedlichen Modifizierung nicht 
signifikant (two factor-ANOVA, p > 0,05) beeinflußt. (Mittelwerte ± Standardabweichung) 
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